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(57) Abstract: The invention concerns the use of at least one polypeptide comprising a protein fragment to obtain a diagnostic, 
prognostic, prophylactic or therapeutic composition for detecting, preventing or treating a pathological condition associated with a 
degenerative and/or neurological and/or autoimmune disease, said protein being selected among the proteins whereof the peptide 
sequence in native state corresponds to SEQ ED No 1, SEQ ID No 2, SEQ ID No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID No 5, SEQ ID No 6, 
SEQ ID No 7, SEQ ID No 8, SEQ ID No 9, SEQ ID No 10, SEQ ID No 1 1 , SEQ ID No 1 2, SEQ ID No 1 3, SEQ ID No 1 4, SEQ 
ID No 15, SEQ ID No 16, SEQ ID No 17, SEQ ID No 18, SEQ ID No 19, SEQ ID No 20, SEQ ID No 21, SEQ ID No 22, SEQ 
ID No 23, SEQ ID No 24, SEQ ID No 25, SEQ ID No 26, SEQ ID No 27, SEQ ID No 28 and SEQ ID No 29, and the peptide 
sequences having at least 70 % identity, preferably at least 80 % identity and advantageously at least 98 % identity with any one of 
the peptide sequences SEQ ID No 1 to SEQ ID No 8 and SEQ ID No 10 to SEQ ID No 29, and the peptide sequences or fragments 
of said sequences belonging to a common family of proteins selected among perlecan, the precursor of the retinol-binding plasmatic 
protein, of the precursor of the activator of GM2 ganglioside, of calgranulin B and of saponin B. 

(57) Abrege; Utilisation d'au moins un polypeptide comprenant au moins un fragment d'une proline pour obtenir une composition 
diagnostique, pronostique, prophylactique ou therapeutique destinee a de'tecter, prdvenir ou traiter un etat pathologique associe a 
une maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune, ladite proline Ctant choisie parmi les prote'ines dont la sequence 
peptidique a V 6m natif correspond a SEQ ID N° 1 , SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ 
ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 11, SEQ ID N° 12, SEQIDN 0 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQIDN 0 
16, SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 24, 
SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 27, SEQ ID N° 28 et SEQ ID N° 29, et les sequences peptidiques qui pnesentent au moins 
70 % d*identit€, de preference au moins 80 % d'identite* et avantageusement au moins 98 % d'identite' avec Tune quelconque des 
sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 8 et SEQ ID N° 10 a SEQ ID N° 29, et les sequences peptidiques ou les fragments 
desdites sequences appartenant a une meme famille de prote'ines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique 
de liaison au r€tinol, du precurseur de Tactivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B. 
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MC, NL, PT, SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, 
GA, GN, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Publiee: 

— Sans rapport de recherche internationale, sera republiee 
des reception de ce rapport. 



En ce qui conceme les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
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UTILISATION DUN POLYPEPTIDE POUR DETECTER, PREVENIR OU 
TRAITER UN ETAT PATHOLOGIQUE ASSOCIE A UNE MALADIE 
DEGENERATIVE, NEUROLOGIQUE AUTOIMMUNE 

5 La presente invention conceme notamment Tutilisation d'au moins un 

polypeptide, pour obtenir une composition diagnostique, pronostique, prophylactique 
ou therapeutique destinee a detecter, prevenir ou traiter un etat pathologique associe a 
une maladie degenerative et/ou auto-immune et/ou neurologique. 

Selon l'invention, on entend par maladie degenerative, une maladie dans 

10 laquelle un processus de mort cellulaire ou de destruction cellulaire est associe a des 
troubles physiologiques et/ou cliniques. La maladie d' Alzheimer, la sclerose laterale 
amyotrophique, la maladie de Parkinson sont classees parmi les maladies 
neurodegeneratives. On entend par maladie auto-immune, une hyperreactivity du 
systeme immunitaire vis a vis d'un ou de plusieurs auto-antigene(s). La sclerose en 

15 plaques (SEP), la polyarthrite rhumatoYde (PR) et le lupus erythemateux sont classes 
dans les maladies auto-immunes. 

La sclerose en plaques est une maladie chronique du systeme nerveux 
central de Thomme, evoluant par succession de phases de remission et de poussee ou 
selon une progression reguliere, dont la caracteristique anatomopathologique consiste 

20 en la formation de zones de demyelinisation bien delimitees dans la substance blanche 
du cerveau et de la moelle epiniere. 

Au niveau histologique, ces zones presentent au stade precoce du 
processus lesionnel, une degradation de la myeline peri-axonale associee a une atteinte 
des cellules gliales responsable de cette demyelinisation. Une activation 

25 macrophagique inflammatoire impliquant les cellules microgliales (macrophages 
tissulaires residants du systeme nerveux central), ainsi que, probablement, des 
macrophages provenant de monocytes sanguins infiltres, est associee a ce processus de 
demyelinisation et contribue a la destruction des feuillets myelinises. Au centre de la 
zone demyelinisee, une depletion relative en cellules gliales est retrouvee alors qu'une 

30 proliferation d'astrocytes se developpe a la peripheric et peut envahir la plaque 
demyelinisee pour generer une plaque fibreuse ou gliotique. Ces structures sclerotiques 
sont a Torigine du nom donne a la maladie. 
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Une autre caracteristique de ces plaques est Ieur association quasi 
systematique avec un element vasculaire autour duquel elles se developpent. 

Au niveau histologique, on observe une alteration frequente de la barriere 
hemato-encephalique (BHE) constitute par T endothelium capillaire. Un des elements 
5 determinants dans le maintien de la BHE est constitue par la presence sous-jacente 
d' extensions cytoplasmiques des astrocytes, appelees pieds astrocytaires. 
Vraisemblablement, les pieds astrocytaires induisent la formation ou permettent le 
maintien de structures de jonction etanches qui assurent la cohesion de la barriere 
endotheliale capillaire concretisant la BHE. Or, differents modeles pathologiques font 
10 etat de Talteration de la BHE et d'une depletion des pieds astrocytaires. 

Par ailleurs, dans le processus lesionnel de la SEP, P alteration de la BHE 
contribue a amplifier la reponse infiammatoire associee, par Fafflux de cellules 
lymphoides provenant de la circulation sanguine. La contribution de T inflammation 
associee aux cellules immunitaires est importante dans la SEP et participe au processus 
45 lesionnel. 

L'etiologie de la SEP est source d'un debat d'actualite car la maladie 
pourrait avoir des origines diverses. Des hypotheses ont ete emises sur une origine 
bacterienne et/ou virale. Par ailleurs, comme decrit dans la demande de brevet 
WO 95/21859, H. Perron et al. ont ete conduits a rechercher un ou des agents effecteurs 

20 du processus pathogenique aboutissant a la formation typique de plaques de 
demyelinisation et a une gliose astrocytaire. Dans le cadre de cette etude, ils ont mis en 
evidence la presence dans le liquide cephalo-rachidien (LCR) et le serum de patients 
SEP d'au moins un facteur qui presente une activite toxique vis a vis des cellules 
astrocytaires et oligodendrocytaires humaines ou animales. Cette activite toxique se 

25 caracterise par une disorganisation cytomorphologique du reseau de filaments 
intermediaires et/ou une degradation des proteines desdits filaments et/ou une mort 
cellulaires par apoptose des cellules gliales. Ils ont etabli une correlation significative 
entre la detection in vitro de cette activite toxique dans des echantillons de LCR et de 
serum de patients SEP et la sclerose en plaques par un dosage colorimetrique 

30 quantitatif au bromure de methyltetrazolium (MTT) des cellules vivantes, comme 
decrit dans la demande de brevet WO 95/21859. Par ailleurs, C Malcus-Vocanson et 
al. ont mdntre que Turine est un fluide biologique tres favorable pour la detection de 
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F activite de ce facteur toxique et developpe un precede utilisant la cytometric de flux 
pour detecter et/ou quantifier les cellules gliales adherentes mortes par apoptose. 
Toutes les informations concernant ce procede sont decrites dans la demande de brevet 
WO 98/1 1439, dont le contenu est incorpore a titre de reference. 
5 Des essais ont ete realises a partir d'une fraction proteique de LCR et 

d'urine de patients SEP pour tenter d'identifier ce facteur toxique. Le contenu 
proteique de chaque fraction a ete separe sur gel SDS-PAGE 12 % et observe apres 
coloration du gel a Targent. Parmi les proteines observees, une fraction proteique 
centree sur un poids moleculaire apparent d'environ 21 kD a ete trouvee 

10 minoritairement associee a 1' activite toxique detectee in vitro et une fraction centree sur 
un poids moleculaire apparent d'environ 17 kD a ete trouvee majoritairement associee 
a cette activite toxique. 

Une injection de la fraction provenant de LCR de patients SEP dans le 
cerveau de rat Lewis et une observation histologique post-mortem de coupes de 

15 cerveau des rats a permis d'observer, trois mois apres Tinjection, une apoptose de la 
population astrocytaire et la formation de plaques de demyelinisation. Toutes les 
informations sont contenues dans la demande de brevet WO 97/33466, dont le contenu 
est incorpore a titre de reference. Ces observations sont conformes a celles qui ont pu 
etre faites sur des coupes de cerveau de patients atteints de SEP, apres biopsie (N. 

20 Benjelloun et al. Cell. Mol. Biol., 1998, 44 (4), 579-583). 

Les presents inventeurs ont maintenant identifie et analyse les proteines 
associees a cette activite toxique vis a vis des cellules gliales dans des echantillons 
biologiques de patients SEP, en particulier dans Purine, le liquide cephalo-rachidien et 
le serum. 

25 Apres purification des proteines et separation sur gel SDS-TRICINE, les 

inventeurs ont mis en evidence la presence de quatre bandes d'interet de differents 
poids moleculaires apparents, respectivement de 8, 14, 18 et 20 kD correspondant a au 
moins cinq families de proteines differentes. Les proteines de ces families ont ensuite 
ete analysees par spectrometrie de masse et/ou sequen9age et recherche d'homologie 

30 dans les banques de donnees (NCBI http :/ww.ncbi.nlm.nih.gov, Basic Blast Search, 
Protein Blastp, les sequences proteiques sont entrees en format FASTA dans la base de 
donnees hr, Talgorithme utilise est Matrix BLOSUM62, l'identite denommee 
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" Identities " correspond au nombre d'acides amines identiques donne en pourcentage 
et la positivite " Positives " correspond aux acides amines presentant une equivalence 
biologique selon les parametres susmentionnes du logiciel donnes en pourcentage). Ces 
proteines appartiennent aux families des proteines du Perlecan, du precurseur de la 
5 proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside 
GM2, de la calgranuline et de la saposine B. Plus precisement, les proteines sont (i) 
pour la bande de 20 kD le fragment C-terminal du Perlecan qui commence a Tacide 
amine 3464 et se termine a l'acide amine 3707 (Murdoch AD et al. J Biol Chem, 1992, 
April 25 ;267 (12) :8544-47), et reference dans l'identificateur de sequences SEQ ID 

10 N° 2 (la proteine entiere Perlecan etant referencee en SEQ ID N°l), (ii) pour la bande 
de 20 kD le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol (Monaco HL et 
ah, Science, 1995, 268 (5213) :1039-1041) dont la sequence est donnee en SEQ ID N° 
4, (iii) pour la bande de 18 kD le precurseur de Tactivateur du ganglioside GM2 (Furst 
W et ah, Euro J Biochem, 1990, Sep 24 ; 193(3) :709-14) identifie en SEQ ID N° 8, 

15 (iv) pour la bande de 14 kD la calgranuline B (Lagasse.E et al., Mol Cell Biol, 1988, 
Jun;8(6) :2402-10) identifiee en SEQ ID N° 17 et (v) pour la bande de 8 kD la 
saposine B (Kleinschmidt T et al, Biol Chem Hoppe Seyler, 1988, Dec ;369(12) :1361- 
5) representee en SEQ ID N° 24. lis ont par ailleurs mis egalement en evidence la 
presence de sequences variantes auxdites sequences de reference, en particulier pour la 

20 bande de 18 kD une sequence variante du precurseur de Tactivateur du ganglioside 
GM2 referencee SEQ ID N° 9. Ces sequences proteiques variantes sont le produit de 
mutations au niveau des genes codant pour lesdites proteines ou sont le resultats de 
phenomenes d'epissage. II est a noter par exemple que la calprotectine est un variant de 
la calgranuline B. 

25 Le fragment C-terminal de la proteine Perlecan (SEQ ID N° 2) est codee 

par exemple par la sequence nucleotidique ADN SEQ ID N° 69, en tenant compte du 
code genetique. La proteine precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol 
(SEQ ID N° 4) est codee par exemple par la sequence nucleotidique ADN SEQ ID 
N° 70, en tenant compte du code genetique. La proteine activatrice du GM2 (SEQ ID 

30 N° 8) est codee par exemple par la sequence nucleotidique ADN SEQ ID N° 31, en 
tenant compte du code genetique. Les peptides FSWDNCFEGK DPAVIR et YSLPKSEFAV 
PDLELP issus du polypeptide mute activateur du GM2 (SEQ ID N°9) sont codes par les 
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sequences nucleotidiques ADN SEQ ID N° 66 et SEQ ID N° 67 respectivement, en 
tenant compte du code genetique. La proteine calgranuline B (SEQ ID N° 17) est codee 
par exemple par la sequence nucleotidique ADN SEQ ID N° 42, en tenant compte du 
code genetique. La proteine saposine B (SEQ ID N° 24) est codee par exemple par la 
5 sequence nucleotidique ADN SEQ ID N° 53, en tenant compte du code genetique. 

Par famille de proteines on entend 1' ensemble des proteines codees a partir 
d'un meme gene d'ADN et qui resultent d'un multi-epissage differentiel du gene et/ou 
d'un cadre de lecture different. Le gene ADN est transcrit avec des phenomenes 
d'epissage alternatif ce qui conduit a la traduction de differentes sequences primaires 

10 de proteines. Toutes ces proteines appartiennent a une meme famille proteique. On 
inclut egalement dans le terme " famille proteique ", les proteines qui presentent au 
moins 70% d'identite, de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 
moins 98 % d'identite avec une sequence proteique de reference de la famille. 

On entend par multi-epissage, un epissage intervenant au moins une fois 

1 5 dans la regioa nucleotidique d'interet. 

Par exemple, par famille de proteine precurseur de la proteine plasmatique 
de liaison au retinol, on designe la famille de proteines comprenant au moins les 
proteines ou fragment de proteines de sequence SEQ ID N° 4, SEQ EDN° 5, SEQ ID 
N° 6, SEQ ID N° 7, et les proteines codees par le gene correspondant selon differents 

20 cadres de lecture. 

Par exemple, par famille de proteine activatrice du GM2, on designe la 
famille de proteines comprenant au moins les proteines ou fragments de proteines de 
sequence SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 1 1, SEQ ID N° 12, 
SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16, et les proteines codees 

25 par le gene correspondant selon differents cadres de lecture, qui resultent d'un multi- 
epissage differentiel du gene et/ou d'un cadre de lecture different. 

Par exemple, par famille de proteine calgranuline B, on designe la famille 
de proteines comprenant au moins les proteines ou fragments de proteines de sequence 
SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 21, SEQ ID 

30 N° 22, SEQ ID N° 23, et les proteines codees par le gene correspondant selon differents 
cadres de lecture, qui resultent d'un multi-epissage differentiel du gene et/ou d'un 
cadre de lecture different. Les proteines MRP14 (SEQ ID N° 17) et MRP8 (SEQ ID N° 
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18) ont une sequence proteique differente tout en etant codees par un meme gene ; elles 
appartiennent a la meme famille proteique. 

Par exemple, par famille de proteine saposine B, on designe la famille de 
proteines comprenant au moins les proteines ou fragments de proteines de sequence 
5 SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 27, SEQ ID N° 28, SEQ 
IDN° 29, et les proteines codees par le gene correspondant selon differents cadres de 
lecture, qui resultent d'un multi-epissage differentiel du gene et/ou d'un cadre de 
lecture different. 

Par famille d'acides nucleiques codant pour une proteine on entend 
10 r ensemble des sequences nucleiques ADNc et/ou ARN transcrits a partir d'un meme 
gene ADN et, qui resultent d'un multi-epissage differentiel Le gene ADN est transcrit 
avec des phenomenes d'epissage differentiels et conduit a la synthese de differents 
acides nucleiques (ADNc, ARN) de sequences differentes. Toutes ces sequences ADNc 
et ARNm sont considerees comme appartenant a une meme famille d'acides 
15 nucleiques. 

Par exemple, par famille d'acides nucleiques codant pour la famille de 
proteine precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, on designe la 
famille d'acides nucleiques comprenant au moins les acides nucleiques ou fragments de 
sequence SEQ ID N°30. 

20 Par exemple, par famille d'acides nucleiques codant pour la famille de 

proteine activatrice du GM2, on designe la famille d'acides nucleiques comprenant au 
moins les acides nucleiques ou fragments de sequences SEQ ID N° 31, SEQ ID N° 32, 
SEQ ID N° 33, SEQ ID N° 34, SEQ ID N° 35, SEQ ID N° 36, SEQ ID N° 37, SEQ ID 
N° 38, SEQ ID N° 39, SEQ ID N° 40, SEQ ID N° 41 qui resultent d'un multi-epissage 

25 differentiel du gene et/ou d'un cadre de lecture different. 

Par exemple, par famille d'acides nucleiques codant pour la famille de 
proteine calgranuline B, on designe la famille d'acides nucleiques comprenant au 
moins les acides nucleiques ou fragments de sequences SEQ ID N° 42, SEQ ID N° 43, 
SEQ ID N° 44, SEQ ID N° 45, SEQ ID N° 46, SEQ ID N° 47, SEQ ID N° 48, SEQ ID 

30 N° 49, SEQ ID N° 50, SEQ ID N° 51, SEQ ID N° 52 qui resultent d'un multi-epissage 
differentiel du gene et/ou d'un cadre de lecture different. 
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Par exemple, par famille d'acides nucleiques codant pour la famille de 
proteine saposine B, on designe la famille d'acides nucleiques comprenant au moins les 
acides nucleiques ou fragment de sequences SEQ ID N° 53, SEQ ID N° 54, SEQ ID N° 
55 qui resultent d'un multi-epissage differentiel du gene et/ou d'un cadre de lecture 
5 different. 

Par « epissage » on entend un mecanisme d'excision des introns et de 
raboutage des exons au cours de la maturation des transcrits et par "epissage 
differentier' on entend Texistence de plusieurs schemas d'epissage d'un transcrit 
primaire aboutissant a la formation de differents ARN messagers et, pouvant donner 

10 lieu a la synthese de plusieurs proteines differentes (Kaplan et Delpech, Biologie 
Moleculaire et Medecine, 1993, 2™ edition, Medecine et Sciences, Flammarion, pages 
73-77). CE phenomene est largement decrit dans la litterature scientifique. A titre 
d' exemple, on peut citer le modele des genes qui codent pour les chaines lourdes et 
legeres des immunoglobulines, le modele du gene de la dystrophine, le modele du gene 

15 de l'alpha amylase, le gene de la myeline, etc* 

II est connu que les genes eucaryotes, notamment, comprennent des 
regions (exons) qui codent pour des fragments de la proteine codee par ledit gene et 
d'autres regions (introns) qui n'ont pas d'equivalent proteique. Ceci est du au. fait que 
les genes sont d'abord transcrits en un ARN " primaire " qui est ensuite coupe par des 

20 enzymes d'epissage au niveau de sites nucleotidiques specifiques (sites d'epissage). Ces 
enzymes raboutent ensuite les regions codant pour la proteine, reconstituant ainsi un 
ARN " secondaire " dont les regions introniques ont ete eliminees. Par ailleurs, selon 
les phenotypes cellulaires (et done les tissus ou la differenciation) ces enzymes ne sont 
pas toutes exprimees et, ainsi, un meme ARN peut etre episse differemment dans les 

25 cellules d f un meme individu, generant ainsi des proteines avec des differences de 
sequence. Cependant, ces phenomenes peuvent aussi s f appliquer a des regions 
nucleotidiques qui sont entierement codantes (exons), mais qui, selon differents 
epissages possibles vont generer plusieurs proteines differentes a partir de la meme 
region nucleotidique, par phenomene d'epissage differentiel entre les differents produits 

30 proteiques. 

De plus, il est connu que des regions nucleotidiques peuvent avoir 
plusieurs Cadres de lecture selon les trois trames potentielles du code genetique. Ainsi, 
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la presence de plusieurs codons initiateurs de traduction dans plusieurs phases de 
lecture et/ou un epissage d ! ARN primaire raboutant des sequences nucleotiques 
presentes dans des phases de lectures differentes sur PADN, permet a une meme region 
ADN de generer des produits proteiques sans rapports entre eux, du point de vue de la 

5 sequence peptidique. 

Enfin, le polymorphisme genetique existant entre les individus d'une meme 
espece et/ou des mutations individuelles peuvent creer ou supprimer des sites d'epissage 
dans une region ADN donnee et, ainsi, modifier la sequence et la structure du ou des 
produits proteiques normalement produits par cette region. 

10 Ainsi, la combinaison de ces differents phenomenes peut permettre qu ! une 

meme sequence nucleotidique correspondant a un segment d'ADN, identifiee comme 
determinant une region genetique d'interet dans une etude donnee, comprenne 
T information necessaire et suffisante pour definir toute une famille d f ARN episses selon 
des schemas differentiels et alternatifs, dans des cadres de lecture divers et, par la 

15 evidemment, de proteines et de polypeptides ayant des sequences " mosaiques " selon un 
cadre de lecture voire selon les trois cadres potentiels et des mutations eventuellement liees 
au polymorphisme genetique. 

Un exemple de ce phenomene peut etre represents par la region 
nucleotidique du gene env du retrovirus HIV-1. En effet, plusieurs proteines differentes 

20 sont codees par des segments de la meme sequence : par exemple, la glycoprotein 
d^nveloppe, et les proteines regulatrices TAT, REV, NEF, VIF. 

II est encore connu que des proteines peuvent resulter de I'assemblage de 
sous-unites identiques (homodimeres, homomultimeres) ou differentes (heterodimeres, 
heteromultimeres). Ainsi, les differents produits proteiques codes par une meme region 

25 ADN peuvent aussi ^assembler entre eux pour constituer des entites proteiques complexes 
multimeriques. Ce phenomene s'ajoute aux precedents et, lorsqu'une proteine est identifiee 
par un fragment peptidique, on peut logiquement identifier tous les autres elements 
constitutifs de cette proteine complexe et les segments ADN et ARN episse qui les codent, 
ainsi que tous les membres de la famille de produits proteiques et leurs assemblages. 

30 Un autre exemple est foumi par la region d f ADN humain codant p ur la famille de proteines MRP14 ou 
calgranuline B, MRP8, calprotectine, ps riasine etc... 

Aussi, la presente invention a pour objet l'utilisation d'au moins un 
polypeptide comprenant au moins un fragment d'une proteine pour obtenir une 
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composition diagnostique, pronostique, prophylactique ou therapeutique destinee a 
detecter, pronostiquer, prevenir ou traiter un etat pathologique associe a une maladie 
degenerative et/ou auto-immune, ladite proteine etant choisie parmi Ies proteines dont 
ia sequence peptidique a l'etat natif correspond a SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID 
N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID 
N° 10, SEQ ID N° 1 1, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, 
SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID 
N° 21, SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 26, 
SEQ ID N° 27, SEQ ID N° 28 et SEQ ID N° 29 et les sequences peptidiques qui 
presentent au moins 70 % d'identite, de preference au moins 80 % d'identite et 
avantageusement au moins 98 % d'identite avec l'une quelconque des sequences 
peptidiques precitees, et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences 
appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur 
de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du 
ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B. Dans des modes de 
realisation particuliers au moins deux polypeptides pr6cites sont utilises en 
combinaison pour obtenir une composition diagnostique, pronostique, prophylactique 
ou therapeutique destinee a detecter, pronostiquer, prevenir ou traiter un etat 
pathologique associe a une maladie degenerative et/ou auto-immune. 

L'invention concerne egalement l'utilisation d'au moins un polypeptide 
comprenant au moins un fragment d'une proteine pour obtenir une composition 
diagnostique, pronostique, prophylactique ou therapeutique destinee a detecter, 
pronostiquer, prevenir ou traiter un etat pathologique associe a une maladie 
degenerative et/ou auto-immune, ladite proteine etant choisie parmi les proteines dont 
la sequence peptidique a l'etat natif correspond a SEQ ID N° 2 , SEQ ID N° 4, SEQ ID 
N° 8, SEQ ID N° 17 et SEQ ID N° 24 et les sequences peptidiques qui presentent au 
moins 70 % d'identite, de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 
moins 98 % d'identite avec l'une quelconque des sequences peptidiques precitees. 
Avantageusement les cinq polypeptides qui repondent a la definition precedente sont 
utilises en combinaison. 
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De preference, la sequence peptidique dudit polypeptide comprend, ou 
consiste en une sequence choisie parmi Tune quelconque des SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 
4, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 1 7 et SEQ ID N° 24. 

L'invention concerne encore l'utilisation d'au moins un fragment d'un des 
5 polypeptiques precites pour la preparation d'un peptide immunogene, ledit peptide 
comprenant tout ou partie d'au moins une des sequences referencees SEQ ID N°s 58 a 
65 et etant utilise pour la production d'anticorps monoclonaux. 

L'invention a egalement pour objet, Futilisation d'au moins un fragment 
nucleotidique, pour obtenir une composition diagnostique, pronostique, prophylactique 
10 ou therapeutique destinee a detecter, pronostiquer, prevenir ou traiter un etat 
pathologique associe a une maladie degenerative et/ou auto-immune, selon laquelle 
ledit fragment nucleotidique est choisi parmi des fragments qui codent pour au moins 
un fragment d'une proteine, ladite proteine etant choisie parmi les proteines dont la 

Cl»nilpnr* npntiHimif* a VMnt natif rrtrrpennnH o QThO TTl M° 1 QPH JT\ M° O m XT 0 

15 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 
10, SEQ ID N° 1 1, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ 
ID N° 16, SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ED N° 20, SEQ ID N° 
21, SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 26, SEQ 
ID N° 27, SEQ ID N° 28 ET SEQ ID N° 29 et les sequences peptidiques qui presentent 

20 au moins 70 % d'identite, de preference au moins 80 % et avantageusement au moins 
98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques ci dessus, et les 
fragments complemehtaires desdits fragments, et les sequences peptidiques ou les 
fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies 
parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 

25 precurseur de 1'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine 
B. II est a la portee de 1'homme du metier de determiner les sequences nucleiques des 
fragments nucleotidiques a partir des sequences peptidiques et du code genetique, ceci 
faisant partie de ses connaissances generales. 

De preference, ledit fragment nucleotidique code pour une proteine qui a 

30 Tetat natif consiste en une sequence choisie parmi Tune quelconque des SEQ ID N°s 1 
a 8 et SEQ ID N°s 10 a 29 precitees, et parmi les sequences peptidiques ou les 
fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies 
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parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 
precurseur de Factivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine 
B. 

Un autre objet de l'invention est l'utilisation d'au moins un fragment 
5 nucleotidique pour obtenir une composition diagnostique, pronostique, prophylactique 
ou therapeutique destinee a detecter, pronostiquer, prevenir ou traiter un etat 
pathologique associe a une maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune 
selon laquelle ledit fragment est un fragment d'une sequence nucleique choisie parmi 
Tune quelconque des SEQ ID N° 30, SEQ ID N° 31, SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 33, 

10 SEQ ID N° 34, SEQ ID N° 35, SEQ ID N° 36, SEQ ID N° 37, SEQ ID N° 38, SEQ ID 
N° 39, SEQ ID N° 40, SEQ ID N° 41, SEQ ID N° 42, SEQ ID N° 43, SEQ ID N° 44, 
SEQ ID N° 45, SEQ ID N° 46 et SEQ ID N° 47, SEQ ID N° 48, SEQ ID N° 49 et SEQ 
ID N° 50, SEQ ID N° 51, SEQ ID N° 52, SEQ ID N° 53, SEQ ID N° 54, SEQ ID N° 
55, SEQ ID N° 56, SEQ ID N° 57, SEQ ID N° 67, SEQ ID N° 66, SEQ ID N° 69, SEQ 

15 ID N° 70 et SEQ ID N° 71 et leurs sequences complementaires. 

L'invention concerne egalement l'utilisation d'un ligand speciflque d'un 
polypeptide ou d'un fragment nucleotidique tel que defini ci dessus pour obtenir une 
composition diagnostique, pronostique, prophylactique ou therapeutique destinee a 
detecter, pronostiquer, prevenir ou traiter un etat pathologique associe a une maladie 

20 degenerative et/ou auto-immune. 

Par ligand, on entend toute molecule susceptible de s'associer au 
polypeptide, tel que uh anticorps monoclonal, un anticorps polyclonal, un recepteur, un 
substrat d'activite enzymatique, une enzyme dont ledit polypeptide est un cofacteur. La 
production d'anticorps polyclonaux et monoclonaux fait partie des connaissances 

25 generales de Thomme du metier. On peut citer a titre de reference Kohler G. et 
Milstein C. (1975) : Continuous culture of fused cells secreting antibody of predefined 
specificity, Nature 256 :495-497 et Galfre G. et al. (1977) Nature, 266 : 522-550 pour 
la production d'anticorps monoclonaux et Roda A., Bolelli G.F. : Production of high- 
titer antibody to bile acids, Journal of Steroid Biochemistry, Vol. 13, pp. 449-454 

30 ( 1 980) pour la production d'anticorps polyclonaux. 

Par ligand, on entend egalement toute molecule susceptible de s'associer a 
un fragment nucleotidique, tel qu'un fragment nucleotidique partiellement ou 
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totalement complementaire, un polynucleotide complementaire, un anticorps anti- 
acides nucleiques. La production de fragments nucleotidiques ou de polynucleotides 
fait partie des connaissances generates de rhomme du metier. On peut notamment citer 
V utilisation d'enzymes de restriction, et la synthese chimique sur synthetiseur 
5 automatique, par exemple sur des synthetiseurs commercialises par la societe Applied 
Biosystem. Par ailleurs, on connait des techniques pour la production d'anticorps anti- 
acides nucleiques. On peut citer a titre d'exemples Philippe Cros et al., Nucleic Acides 
Researc, 1994, Vol. 22, N°. 15, 2951-2957 ; Anderson, W.F. et al. (1988) Bioessays, 8 
(2), 69-74 ; Lee, J.S. et al. (1984) FEBS Lett., 168, 303-306 ; Malfoy, B. et al. (1982) 

10 Biochemistry, 21(22), 5463-5467; Stollar, B.D. et aL, J J. (eds) Methods in 
Enzymology, Academic Press, pp. 70-85 ; Traincard, F. et al. (1989) J. Immunol. 
Meth., 123, 83-91 et Traincard, F. et al. (1989) Mol. Cell. Probes, 3, 27-38). 

L'invention a encore pour objet un precede pour detecter au moins une 
proteine associee a une maladie degenerative et/ou auto-immune, dans un echantillon 

15 biologique dans lequel on met en contact Fechantillon biologique avec au moins un 
ligand specifique d'au moins un polypeptide, ledit polypeptide comprenant au moins 
un fragment d'une proteine et ladite proteine etant choisie parmi les proteines dont la 
sequence peptidique a l'etat natif correspond a SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 
3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 

20 10, SEQ ID N° 1 1, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ 
ID N° 16, SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 
21, SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 26, SEQ 
ID N° 27, SEQ ID N° 28 et SEQ ID N° 29 et les sequences peptidiques qui presentent 
au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement 

25 au moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 
1 a SEQ ID N° 8 et SEQ ID N° 10 a 29, et les sequences peptidiques ou les fragments 
desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le 
perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur 
de Tactivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B, puis on 

30 detecte la formation d'un complexe entre ledit polypeptide et ledit ligand. Ledit ligand 
est avantageusement un anticoips monoclonal, un anticorps polyclonal, un recepteur, 
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un substrat d'activite enzymatique ou une enzyme dont ledit polypeptide est un 
cofacteur. 

De meme, 1' invention concerne un procede pour detecter au moins un 
ligand associe a une maladie degenerative et/ou auto-immune, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce que Ton met en contact 1'echantillon biologique avec au 
moins un polypeptide comprenant au moins un fragment d'une proteine, ladite proteine 
etant choisie parmi les proteines dont la sequence peptidique a Tetat natif correspond a 
SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, 
SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 1 1, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 
13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ 
ID N° 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 23, SEQ ED N° 
24, SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 27, SEQ ID N° 28 et SEQ ID N° 29 et 
les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite, de preference au 
moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune 
quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 8 et SEQ ID N°s 10 
a SEQ ID N° 29, et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences 
appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur 
de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de Tactivateur du 
ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B, puis on detecte la formation 
d'un complexe entre ledit polypeptide et ledit ligand. Le ligand est toute molecule qui 
repond aux conditions precedemment decrites. 

De preference, dans les procedes decrits ci dessus la sequence du 
polypeptide comprend ou consiste en une sequence peptidique choisie parmi Tune 
quelconque des SEQ ID N° 1 a 8 et SEQ ID N° 10 a 29 precedentes et les sequences 
peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de 
proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison 
au retinol, du precurseur de Tactivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de 
la saposine B. 

L'invention concerne egalement un nouveau polypeptide qui comprend au 
moins un fragment d'une proteine dont la sequence peptidique correspond a SEQ ID 
N° 9, ledit fragment presentant au moins une mutation, en particulier au moins deux 
mutations^par rapport a la sequence de reference SEQ ID N° 8. Le polypeptide est 
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avantageusement choisi parmi les polypeptides qui comprennent la sequence en acides 
amines FSWDNCFEGKDPAVIR, referencee SEQ ID N° 68 et la sequence en acides 
amines YSLPKSEFAVPDLELP, referencee SEQ ID N° 72. 

En particulier, ledit polypeptide comprend ou consiste en SEQ ID N° 9. 
Ce polypeptide est utilise pour obtenir une composition diagnostique, pronostique, 
prophylactique ou therapeutique destinee a detecter, pronostiquer, prevenir ou traiter un 
etat pathologique associe a une maladie degenerative et/ou auto-immune, seul ou en 
melange avec au moins un polypeptide tel que defini precedemment. 

L'un des objet de P invention est egalement un fragment nucleotidique qui 
code pour le fragment de la proteine dont la sequence peptidique correspond a SEQ ID 
N° 9, ledit fragment de ladite proteine presentant au moins une mutation, en particulier 
deux mutations par rapport a la sequence de reference SEQ ID N° 8. Ledit fragment 
nucleotidique, en particulier, comprend ou consiste en un fragment qui code pour SEQ 
ID N° 9. Ce fragment est utilise pour obtenir une composition diagnostique, 
pronostique, prophylactique ou therapeutique destinee a detecter, -prevenir ou traiter un 
etat pathologique associe a une maladie degenerative et/ou auto-immune, seul ou en 
melange avec au moins un fragment nucleotidique tel que defini precedemment. 

L/invention a aussi pour objet un precede pour detecter au moins un 
ligand associe a une maladie degenerative et/ou auto-immune, dans un echantillon 
biologique, selon lequel on met en contact Techantillon biologique avec au moins le 
polypeptide qui comprend ou consiste en SEQ ID N° 9 ou un melange de polypeptides 
comprenant ce polypeptide et au moins un polypeptide tel que decrit ci dessus, puis on 
detecte la formation d'un complexe ou de complexes entre le ou les polypeptides et le 
ou les ligands correspondants ; etant entendu que par ligand on entend une molecule 
qui repond aux conditions precitees. 

L'invention concerne egalement un procede pour detecter au moins le 
polypeptide reference SEQ ID N° 9 ou un fragment dudit polypeptide, ce fragment 
comprenant au moins une et de preference deux mutations par rapport a la sequence de 
reference SEQ ID N°8, dans un echantillon biologique selon lequel on met en contact 
1'echantillon biologique avec au moins un ligand specifique dudit polypeptide, puis on 
detecte la formation d'un complexe entre ledit polypeptide et ledit ligand. La definition 
de ligand ^correspond a celle defmie precedemment. II peut s'agir entre autres d'un 
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anticorps monolonal , d'un anticorps polyclonal, d'un substrat d'activite enzymatique, 
ou d'une enzyme dont ledit polypeptide est un cofacteur, d'un recepteur. 

On peut egalement mettre en contact 1 'echantillon biologique avec un 
ligand specifique du polypeptide reference SEQ ID N°9 et au moins un ligand 
specifique d'au moins un autre polypeptide tel que defini precedemment, puis on 
detecte la formation de complexes entre lesdits polypeptides et lesdits ligands 
specifiques desdits polypeptides ; etant entendu que par ligand on entend une molecule 
qui repond aux conditions decrites precedemment. 

Un autre objet de l'invention est un fragment nucleotidique codant pour 
tout ou partie du polypeptide SEQ ID N° 9, et son utilisation pour obtenir une 
composition diagnostique, pronostique, prophylactique ou therapeutique destinee a 
detecter, pronostiquer, prevenir ou traiter un etat pathologique associe a une maladie 
degenerative et/ou auto-immune, eventuellement en association avec au moins un 
fragment nucleotidique tel que defini precedemment, et les fragments compI6mentaires 
desdits fragments. 

Par fragment polypeptidique, on entend au moins tout ou partie de la 
sequence peptidique d'une proteine, en particulier un fragment polypeptique qui 
comprend environ entre 5 et 15 acides amines et plus precisement environ entre 5 et 10 
acides amines et 6 et 15 acides amines. Et par fragment nucleotidique, on entend au 
moins tout ou partie d'une sequence nucleotidique, etant entendu que par sequence 
nucleotidique, sont couvertes les sequences ADN et ARN. 

En particulier, par fragment polypeptidique ou nucleotidique, on entend 
soit des fragments associes a une meme unite moleculaire, soit des fragments dans un 
complexe moleculaire comprenant plusieurs sous-unites homologues ou heterologues 
obtenues de maniere naturelle ou artificielle, notamment par multi-epissage differentiel 
ou par synthese selective. 

L'invention conceme aussi un procede pour detecter au moins un 
polypeptide tel que defini precedemment, selon lequel on preleve un echantillon d'un 
fluide biologique d'un patient presentant un etat pathologique associe a une maladie 
degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune et eventuellement apres 
purification dudit echantillon de fluide biologique, on analyse par spectrometrie de 
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masse le profil de masse obtenu a partir du fluide biologique et on compare a un profil 
de masse de reference. 

La presente invention conceme egalement l'utilisation d'au moins un 
polypeptide de 1' invention pour definir des agents efficaces therapeutiquement, et 
l'utilisation de ces agents pour prevenir et/ou traiter une maladie auto-immune et/ou 
neurologique et/ou degenerative, en particulier la sclerose en plaques. 

Ainsi, d'autres objets de F invention sont les suivants : 

- Utilisation d'au moins un polypeptide comprenant au moins un fragment 
d'une proteine pour tester l'efficacite d'un agent therapeutique, ladite proteine etant 
choisie parmi les proteines dont la sequence peptidique a 1'etat natif correspond a SEQ 
ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ 
ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 1 1, SEQ ID N° 12, 
SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 17, SEQ ID 
N° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 2L SEQ ID N° 22 ; SEQ E> N° 23, 
SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 27, SEQ ID N° 28 et SEQ 
ID N° 29, les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de 
preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 d'identite avec 
rune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, et les sequences 
peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de 
proteines choisie parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison 
au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de 
la saposine B ; 

- Utilisation d'au moins un polypeptide comprenant au moins un fragment 
d'une proteine pour definir un materiel biologique pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement d'une maladie degenerative et/ou 
neurologique et/ou auto-immune, telle que la sclerose en plaques, ladite proteine etant 
choisie parmi les proteines dont la sequence peptidique a Tetat natif correspond a SEQ 
ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ 
ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 1 1, SEQ ID N° 12, 
SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 17, SEQ ID 
N° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 23, 
SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 27, SEQ ID N° 28 et SEQ 
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ID N° 29, les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de 
preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 d'identite avec 
I'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, et les sequences 
peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de 
proteines choisie parmi le perlacan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison 
au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline et de la 
saposine ; 

Selon une variante avantageuse de Tune des utilisations precedentes, le 
polypeptide est choisi parmi SEQ ID N° 2, 4,8, 9, 17, 24 ; 

- Utilisation d'au moins un fragment nucleotidique, pour tester l'efficacite 
d'un agent therapeutique pour un etat pathologique associe a une maladie degenerative 
et/ou neurologique et/ou auto-immune, selon laquelle ledit fragment nucleotidique est 
choisi parmi les fragments qui codent pour au moins un fragment d'une proteine, ladite 
proteine etant choisie parmi les proteines dont la sequence peptidique a l'etat natif 
correspond a SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N? 5, 
SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ IDN 0 9, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 
1 1, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16, SEQ 
ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 
22, SEQ ID N° 23, SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 27, SEQ 
ID N° 28 et SEQ ID N° 29, les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 
d'identite, de preference au moins 80 % et avantageusement au moins 98 % d'identite 
avec l'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, et les fragments 
complementaires desdits fragments et les fragments qui codent pour les sequences 
peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de 
proteines choisie parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison 
au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de 
la saposine B. 

- Utilisation pour tester l'efficacite d'un agent therapeutique pour un etat 
pathologique associe a une maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto- 
immune, de proteines recombinantes et/ou codees par tout ou partie des fragments 
nucleotidiques definis au paragraphe precedent ; 
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-Utilisation d'au moins un fragment nucleotidique 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement 
d'une maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune, telle que la sclerose 
en plaques, selon laquelle ledit fragment nucleotidique est choisi parmi des fragments 
5 qui codent pour au moins un fragment d'une proteine, ladite proteine etant choisie 
parmi les proteines dont la sequence peptidique a l'etat natif correspond a SEQ ID N° 
1 , SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 
7, SEQ ID N° 8, SEQ IDN° 9, SEQ ID N° 10, SEQ ID N° 11, SEQ ID N° 12, SEQ ID 
N° 13, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16, SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, 

10 SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 20, SEQ ID N° 21, SEQ ID N° 22, SEQ ID N° 23, SEQ ID 
N° 24, SEQ ID N° 25, SEQ ID N° 26, SEQ ID N° 27, SEQ ID N° 28 et SEQ ID N° 29, 
les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite, de preference au 
moins 80 % et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des 
sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, et les fragments complementaires desdits 

15 fragments et les fragments qui codent pour les sequences peptidiques ou les fragments 
desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisie parmi le 
perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur 
de Tactivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B ; 

- Utilisation pour la preparation d'une composition pharmaceutique 

20 destinee au traitement d'une maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto- 
immune, telle que la sclerose en plaques, de proteines recombinantes et/ou codees par 
tout ou partie des fragments nucleotidiques definis au paragraphe precedent. 

Avantageusement, ledit fragment nucleotidique utilise code pour ladite 

proteine. 

25 De preference, la sequence peptidique de ladite proteine a Petat natif 

consiste en une sequence choisie parmi l'une quelconque des SEQ ID N° 1 a 29, les 
sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 
80 % d'identite et avantageusement au moins 98 d'identite avec Tune quelconque des 
sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, et les sequences peptidiques ou les 

30 fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies 
parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 
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precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine 
B. Les polypeptides sont preferentiellement choisis parmi SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 1 7, 24. 

- Utilisation d'au moins un fragment nucleotidique, pour tester Pefficacite 
d'un agent therapeutique pour un etat pathologique associe a une maladie degenerative 
5 et/ou neurologique et/ou auto-immune selon laquelle ledit fragment est un fragment 
d'une sequence nucleique choisie parmi Tune quelconque des SEQ ID N° 30, SEQ ID 
N° 31, SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 33, SEQ ID N° 34, SEQ ID N° 35, SEQ ID N° 36, 
SEQ ID N° 37, SEQ ID N° 38, SEQ ID N° 39, SEQ ID N° 40, SEQ ID N° 41, SEQ ID 
N° 42, SEQ ID N° 43, SEQ ID N° 44, SEQ ID N° 45, SEQ ID N° 46 et SEQ ID N° 47, 
10 SEQ ID N° 48, SEQ ID N° 49 et SEQ ID N° 50, SEQ ID N° 51, SEQ ID N° 52, SEQ 
ID N° 53, SEQ ID N° 54, SEQ ID N° 55, SEQ ID N° 56, SEQ ID N° 57, SEQ ID N° 
66, SEQ ID N° 67, SEQ ID N° 69, SEQ ID N°70 , SEQ ID N° 71, et leurs sequences 
complementaires. 

-Utilisation d'au moins un fragment nucleotidique 
15- pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement 
d'une maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune, telle que la sclerose 
en plaques selon laquelle ledit fragment est un fragment d'une sequence nucleique 
choisie parmi l'une quelconque des SEQ ID N° 30, SEQ ID N° 31, SEQ ID N° 32, 
SEQ ID N° 33, SEQ ID N° 34, SEQ ID N° 35, SEQ ID N° 36, SEQ ID N° 37, SEQ ID 
20 N° 38, SEQ ID N° 39, SEQ ID N° 40, SEQ ID N° 41, SEQ ED N° 42, SEQ ID N° 43, 
SEQ ID N° 44, SEQ ID N° 45, SEQ ID N° 46 et SEQ ID N° 47, SEQ ID N° 48, SEQ 
ID N° 49 et SEQ ID N° 50, SEQ ID N° 51, SEQ ID N° 52, SEQ ID N° 53, SEQ ID N° 
54, SEQ ID N° 55, SEQ ID N° 56, SEQ ID N° 57, SEQ ID N° 66, SEQ ID N°67, SEQ 
ID N° 68, SEQ ID N° 69, SEQ ID N°70 , SEQ ID N° 71, et leurs sequences 
25 complementaires. 

La sequence nucleique est de preference choisie parmi SEQ ED N° 30, 31, 

42, 53. 

- Utilisation de la lycorine pour la preparation d'une composition pour la 
prevention et/ou le traitement de maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto- 
30 immune. 

Par efficacite therapeutique, on entend le benefice clinique et biologique 
acquis apfes administration d'un agent therapeutique en vue d'une amelioration, voire 
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d'une guerison de la maladie. Ce benefice se traduit entre autre par une diminution des 
signes cliniques, biologiques, et des effets pathologiques de la maladie apres une 
analyse clinique par le medecin et/ou des analyses biologiques, telles que imagerie par 
resonance magnetique, analyse des bandes oligoclonales dans le liquide cephalo- 
rachidien, analyse de potentiels evoques et le test de detection de gliotoxicite appele 
bio-essai, dont le principe est decrit dans la demande de brevet WO 98/11439 
precedemment citee. Cette diminution des signes cliniques et effets pathologiques doit 
entrainer un benefice pour le patient (Schwartz et Lazar, 1995, Elements de statistique 
medicale et biologique, eds Flammarion; Lazar et Schwartz, 1995, Elements de 
statistique medicale et biologique, eds Flammarion ). La maladie etudiee de preference 
est la sclerose en plaques. 

On entend par composition a usage prophylactique et/ou therapeutique* 
toute composition qui comprend un agent therapeutiquement efficace. Ces agents 
therapeutiques sont capables (i) d'influencer de maniere qualitative et/ou quantitative 
F activite biologique et/ou la fonction des proteines d'interet identifiees dans la presente 
invention, de preference Factivite gliotoxique et/ou (ii) de moduler et/ou d'inhiber 
F expression de ces proteines et/ou (iii) de diminuer la concentration de ces proteines 
dans un compartiment extracellulaire et/ou intracellulaire, et/ou de substituer une forme 
non pathogene a une forme pathogene, par exemple mutee, d'une de ces proteines et/ou 
de moduler lew fixation a au moins un de leur ligand ; ledit ligand etant une molecule 
qui repond aux criteres precedemment decrits. Differents agents therapeutiques sont 
produits en suivant les approches classiques largement decrites dans la litterature. Les 
differents groupes d'agents therapeutiques definis a partir des proteines d'interet 
identifiees dans cette presente invention sont decrits ci-dessous. Leur activite ou 
efficacite prophylactique et/ou therapeutique est evaluee in vitro et/ou in vivo. 

Evaluation de Fefficacite d'un agent therapeutique in vitro : des 
echantillons d'urine d'individus sains et de patients atteints de la sclerose en plaque, de 
preference en phase active, sont testes pour leur activite gliotoxique in vitro en suivant 
le protocole du bio-essai decrit dans la demande de brevet WO 98/11439, 
precedemment citee. L'experience est realisee en parallele en ajoutant ou non dans les 
echantillons d'urine testes l'agent therapeutique dont Fefficacite est a tester. Des essais 
sont realfses a differentes concentrations de cet agent, et apres differents temps 
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d'incubation avec Pechantillon, a une temperature d'environ 37°C ou a temperature 
ambiante, pour chaque concentration d'agent teste, avant la realisation du test bio-essai. 
L'activite gliotoxique est determinee pour chaque echantillon brut ou purifie d'urine 
temoin et de patient en presence ou en absence de P agent therapeutique teste. Un agent 
prophylactique et/ou therapeutique pour la sclerose en plaques est un agent qui permet 
une diminution ou une inhibition de l'activite gliotoxique dans un fluide biologique des 
patients, en particulier dans Purine. Cette diminution ou inhibition est evaluee par 
rapport a l'activite gliotoxique detectee dans le fluide biologique des patients SEP en 
absence de 1'agent teste qui fixe la borne superieure et par rapport a l'activite 
gliotoxique detectee dans Purine d'individu sain qui determine la borne inferieure 
(Schwartz et Lazar, 1995, Elements de statistique medicale et biologique, eds 
Flammarion ; Lazar et Schwartz, 1995, Elements de statistique medicale et biologique, 
eds Flammarion). L'efficacite therapeutique de plusieurs agents peuvent etre evaluee 
en combinaison dans un meme essai. 

Evaluation de l'efficacite d'un agent therapeutique utilisant un modele 
animal : a un animal sont injectees des fractions d'urine purifiee et/ou au moins un 
polypeptide de Pinvention et/ou au moins une proteine obtenue par recombinaison 
genetique qui correspond a au moins un polypeptide de Pinvention et/ou au moins un 
polypeptide de synthese dont la sequence en acides amines correspond a la sequence 
d'au moins un polypeptide de Pinvention. Les injections sont effectuees, a differentes 
concentrations etablies, a des animaux mammiferes, tels que souris ou rat, de 
preference un rat Lewis selon le protocole decrit dans la demande de brevet 
W097/33466 citee precedemment. A des series d'animaux sont injectees, par voie 
intradermique, intraveineuse, intrathecale, intracerebrale, intramusculaire, ou autres, 
differentes concentrations d'une fraction d'urine brute ou purifiee ou d'au moins un 
polypeptide et/ou une proteine, tels que defmis ci-dessus. Un controle negatif est 
effectue en parallele. L'agent prophylactique et/ou therapeutique a evaluer et ensuite 
injecte a differentes concentrations et par differentes voies d 'administration a un 
animal mammifere, de preference a une souris ou a un rat. Les injections sont realisees 
en une seule dose ou en doses repetees, avec differents temps d'intervalle entre chaque 
administration. Quelques heures a quelques semaines apres T administration, des 
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echantillons biologiques, de preference du sang, du serum, du liquide cephalo- 
rachidien, de Purine sont preleves. Sur ces echantillons sont realises : 

(i) une mesure de l'activite gliotoxique par le bio-essai, et/ou 

(ii) une mesure d'activite des polypeptides et/ou proteines d'interet de l'invention, 
seuls ou en combinaison comme decrit au moins dans : Li et al., 1983, Am J Hum 
Genet 35 :629-634 ; Li et al., 1988 J Biol Chem 263 : 6588-6591 ; Li et ah, 1981 J Biol 
Chem 256: 6234-6240 ;Li et al., 1976 J Biol Chem 251 :1159; Kase et al., 1996, 
FebsLetters 393 : 74-76 ; Kishimoto et al., 1992, J Lipid Res 33 : 1255-1267 ; O'Brien 
et al, 1991 Faseb J 5 : 301-308 ; Murthy et al.,1993 J Immunol 151 : 6291-6301 ; 
Murao et al., 1990 Cell growth Differ 1 : 447-454, et/ou 

(iii) un dosage des polypeptides et/ou proteines d'interet, seuls ou en combinaison, par 
ELISA (Enzyme Linked-Immunosorbant Assay) et/ou Western Blot, en utilisant des 
anticorps ou des fragments d'anticorps capables de se fixer a au moins un des 
polypeptides et/ou proteines de l'invention, ou leur fragment, et/ou 

iv) un dosage d'anticorps specifiques des polypeptides et/ou proteines d'interet ou lews 
fragments, seuls ou en combinaison ou le dosage d'au moins un ligand capable de se 
fixer aux polypeptides et/ou proteines d'interet ou leuis fragments, et/ou 
(v) un dosage de la reponse immune cellulaire « helper » et/ou cytotoxique induite 
contre les polypeptides et proteines d'interet ou leurs fragments et tout peptide 
immunogene derivant de ces polypeptides, proteines et fragments, en realisant, par 
exemple, un test d' activation in vitro de cellules lymphocytes T " helper " specifiques 
de l'antigene administre; en quantifiant les lymphocytes T cytotoxiques selon la 
technique dite ELISPOT decrite par Scheibenbogen et al.,1997 Clinical Cancer 
Research 3 : 221-226. Une telle determination est particulierement avantageuse lorsque 
Ton veut evaluer l'efficacite d'une approche vaccinale pour la mise en ceuvre chez un 
patient donne ou pour diagnostiquer et/ou pronostiquer un etat pathologique potentiel 
en cherchant a mettre en evidence une reponse immune naturellement developpee par 
le patient contre l'antigene, les polypeptides, les proteines d'interet ou les fragments 
immunogenes derives de ces proteines. 

Par « ligand capable de se fixer a une proteine », on entend toute molecule 
capable de reconnaitre la proteine ou unepartie de la proteine. Cela peut etre verifie par 
exemple in vitro par tests Elisa et/ou Western blot . 
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On designe par « polypeptides et/ou proteines d'interet de 1' invention » le 
fragment C-terminal du perlecan (SEQ ID N°2), le precurseur de la proteine 
plasmatique de liaison au retinol (SEQ ID N°4), la proteine activateur du GM2 (SEQ 
ID N° 8), la proteine mutee de 1 'activateur du GM2 (SEQ ID N° 9), la calgranuline B 
(SEQ ID N° 17), la saposine B (SEQ ID N° 24), les proteines ou fragments appartenant 
a la famille du precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol (par exemple 
SEQ ID N° 5 a 7), les proteines ou fragments appartenant a la famille de la proteine 
activateur du GM2 (par exemple SEQ ID N° 10 a 16), les proteines ou fragments 
appartenant a la famille de la proteine calgranuline B (par exemple SEQ ID N° 18 a 
23), les proteines ou fragments appartenant a la famille de la proteine saposine B (par 
exemple SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 
% d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 
% d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. 

1/ animal est ensuite sacrifie et des coupes histologiques de difFerents 
tissus sont realisees, de preference des coupes de cerveaux. Differentes etudes et 
observations sont realisees pour detecter et/ou quantifier les effets caracteristiques des 
polypeptides et/ou proteines actives associees a la fraction gliotoxique , c'est a dire une 
apoptose des cellules gliales, et/ou l'ouverture de la barriere hemato-encephalique, 
et/ou une demyelinisation. La presence ou Texpression des polypeptides et/ou proteines 
d'interet identifiees est egalement observee et/ou quantifiee dans ces tissus : 

(i) par des analyses d'immunohistologie classiques en utiiisant des ligands des 
polypeptides et/ou proteines d'interet et/ou leurs fragments et/ou des anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux ou des fragments desdits qui se lient aux polypeptides 
et/ou proteines d'interet, ou a leurs fragments, et/ou 

(ii) par des techniques d'hybridation in situ classiques en utiiisant des fragments 
d'acides nucleiques ou des oligonucleotides definis a partir des sequences 
polypeptidiques et/ou proteiques d'interet ; et/ou 

(iii) par des techniques d'amplification par PCR et/ou RT-PCR in situ en utiiisant des 
fragments d'acides nucleiques ou des amorces definis a partir des sequences 
polypeptidiques et/ou proteiques d'interet. 

Par anticorps capable de se fixer a un polypeptide, a une proteine ou a 
leurs fragments, on entend tout anticorps monoclonal ou polyclonal et tout fragment 
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desdits anticorps capable de reconnaitre le polypeptide, la proteine ou leurs fragments. 
La capacite des anticorps a reconnaitre lesdits polypeptides, proteines ou leurs 
fragments est verifiee in vitro, par exemple en ELISA et/ou Western Blot. Un 
anticorps capable de se fixer a la proteine saposine B (SEQ ID N° 24) ou a tout 

5 fragment de cette proteine est decrit par Misasi et al. 1998, J. NeuroChem. 71 : 2313 et 
Klein et al. 1994, BBRC 200 : 1440-1448 ou peut etre produit en utilisant les methodes 
conventionnelles, par exemple celles referencees precedemment pour la production 
d'anticorps monoclonaux et polyclonaux, par immunisation a partir de la proteine 
naturelle, d'une proteine recombinante, d'un polypeptide de synthese ou de leurs 

10 fragments. Les peptides immunogenes pour la production d' anticorps monoclonaux 
anti-saposine B sont les peptides correspondant aux sequences SEQ ID N° 61 et SEQ 
ID N° 62. 

Par exemple, un anticorps capable de se fixer a la proteine activatrice du 
GM2 (SEQ ID N° 8) ou a tout fragment de cette proteine est illustre par Yuziuk et al, 

15 1998 J Biol Chem 273 : 66-72 ou peut etre produit en utilisant les .methodes 
conventionnelles connues de Thomme de Tart. Cet anticorps peut etre par exemple 
produit apres injection a des souris ou lapin de la proteine naturelle ou tout fragment, 
et/ou de la proteine recombinante ou tout fragment, et/ou de peptides definis et 
synthetises a partir de la sequence proteique de la proteine. Les peptides immunogenes 

20 utilises pour la production d'anticorps monoclonaux anti-GM2 sont les peptides 
references SEQ ID N° 58, SEQ ID N° 59 et SEQ ID N° 60. Un anticoips capable de se 
fixer a la proteine Galgranuline B (SEQ ID N° 17) ou a tout fragment de cette proteine 
est decrit par Saintigny et al. 9 1992 J Invest Dermatol 99 : 639-644 et Goebeler et al 
1994 J Leukoc Biol 55 : 259-261, ou peut etre produit en utilisant les methodes 

25 conventionnelles. Les peptides immunogenes pour la production d'anticorps 
monoclonaux anti-calgranuline B sont les peptides correspondant aux sequences SEQ 
ID N° 63, SEQ ID N° 64 et SEQ ID N° 65. Un anticorps capable de se fixer a la 
proteine mutee activatrice du GM2 (SEQ ID N°9) ou a tout fragment de cette proteine 
peut etre produit en utilisant les methodes conventionnelles definies ci dessus. 

30 Par proteine naturelle et fragment, on entend toute proteine isolee, purifiee 

totalement ou partiellement obtenue a partir d'echantillon humain ou animal et tout 
fragment^obtenu a partir de cette proteine. Par exemple, on obtient la proteine naturelle 
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correspondant a la saposine B (SEQ ID N° 24) en suivant la technique decrite par 
Waring et al. 1998 Mol Genet Metab 63 : 14-25 ; la proteine naturelle correspondant a 
la proteine activatrice du GM2 (SEQ ID N° 8) en suivant la technique decrite par 
DeGasperi et al.,1989 Biochem J 260: 777-783, Vogel et al., 1987 Arch Biochem 
5 Biophys 259: 627-638, Mitsuyama, 1983 Hokkaido Igaku Zasshi 58: 502-512; 
Hirabayashi et al 1983 J Neurochem 40: 168-175, Conzelmann et al, 1979 Hoppe 
Seylers Z Physiol Chem 360 : 1837-1849, Li et al., 1976 J Biol Chem 251 : 1 159-1 163. 
La proteine naturelle correspondant a la calgranuline B (SEQ ID N° 17) est obtenue en 
suivant la technique decrite par Hitomi et al. 1996 J Cell Sci 109 : 805-815, Van den 
10 Bos et al. 1998 Protein Expr Purif 13 : 313-318 et Raftery et al. 1996 Biochem J 316 : 
285-293. 

Par proteine recombinante ou fragment d'une proteine recombinante, on 
fait reference a toute proteine ou fragment de proteine produit dans une cellule 
procaryote ou eucaryote a partir d'une sequence nucleotidique codant pour la proteine 

15 ou son fragment et transfectee dans la cellule, cette proteine ou son fragment etant 
ensuite purifiee. D'une maniere generate, toute cellule issue d'un organisme procaryote 
ou eucaryote peut etre utilisee dans le cadre de la presente invention, mais les cellules 
issues d'organismes eucaryotes sont preferees. On peut citer a titre d'exemple les 
cellules CHO, les cellules COS, les cellules Semliki. Aux fins de la presente invention, 

20 ladite cellule peut etre sauvage ou mutante. Par exemple, la prot&ne recombinante 
correspondant a la saposine B (SEQ ID N° 24) peut etre obtenue en suivant les 
techniques decrites par Zaltash et all 998 Bebbs letter 423 : 1-4 et Qi et al. 1994 J Biol 
Chem 269 : 16746-16753. Une telle proteine recombinante est au moins disponible 
aupres de Kase et al. 1996 Febs Lett 393 : 74-76. La proteine recombinante 

25 correspondant a la proteine activatrice du GM2 (SEQ ID N° 8) peut etre produite par 
les techniques decrites par Yuziuk et al. 1998 J Biol Chem 273 : 66-72 et Bierfreund et 
al., 1999 Neurochem Res 24 : 295-300. La proteine recombinante correspondant a la 
calgranuline B (SEQ ID N° 17) peut etre obtenue selon le protocole de Longbottom et 
al.1992 Biochim Biophys Acta 1120 :2 15-222, Raftery et al. 1999 Protein Expr Purif 

30 15 :228-235. Une telle proteine recombinante est disponible au moins aupres de 
Klempt et al. 1997 Febs Letter 408 : 81-84. 
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Par sequence nucleotidique d'ADN ou fragment nucleotidique d'ADN 
codant pour tout ou partie de la proteine saposine B (SEQ ID N°24), on entend la 
sequence d'acides nucleiques SEQ ID N° 53 ou un fragment de cette sequence. Par 
sequence ou fragment nucleotidique ARN codant pour tout ou partie de la proteine 
5 saposine B (SEQ ID N° 24), on entend toute sequence deduite de la sequence d'ADN 
SEQ ID N° 53, en tenant compte du code genetique et des phenomenes d'epissage. 

Par sequence nucleotidique d'ADN ou fragment nucleotidique d'ADN 
codant pour tout ou partie de la proteine activatrice du GM2 (SEQ ID N° 8), on entend 
la sequence d'acides nucleiques SEQ ID N° 31 ou un fragment de cette sequence. Par 
10 sequence ou fragment nucleotidique d'ARN codant pour tout ou partie de la proteine 
activatrice du GM2 (SEQ ID N° 8), on entend toute sequence deduite de la sequence 
ADN SEQ ID N° 31, en tenant compte du code genetique et des phenomenes 
d'epissage. 

Par sequence nucleotidique d'ADN ou fragment nucleotidique d'ADN 

15 codant pour tout ou partie de la proteine calgranuline B (SEQ ID N° 17), on entend la 
sequence d'acides nucleiques SEQ ID N° 42 ou un fragment de cette sequence. Par 
sequence ou fragment nucleotidique d'ARN codant pour tout ou partie de la proteine 
calgranuline B (SEQ ID N° 17), on entend toute sequence deduite de la sequence ADN 
SEQ ID N° 42, en tenant compte du code genetique et des phenomenes d'epissage. 

20 Par sequence ou fragment nucleotidique codant pour tout ou partie de la 

proteine mutee (SEQ ID N° 9), on entend la sequence d'acides nucleiques deduite de la 
sequence SEQ ID N° 9, en tenant compte du code genetique. Par sequence ou fragment 
nucleotidique ARN codant pour tout ou partie de cette proteine mutee B (SEQ ID N° 
9), on entend toute sequence deduite de la sequence ADN, en tenant compte du code 

25 genetique et des phenomenes d'epissage. 

Par activite proteique, on entend une fonction caracteristique biologique 
de la proteine. Cette activite proteique peut etre mise en evidence par des techniques 
connues de 1'homme de l'art. Par exemple, l'activite de la saposine B (SEQ ID N° 24) 
et des proteines de la famille de la saposine B (par exemple SEQ ID N° 25 a 29), peut 

30 etre detectee par la mise en ceuvre des protocoles decrits par Li et al., 1983, Am J Hum 
Genet 35 :629-634,; Li et al., 1988 J Biol Chem 263 : 6588-6591, Li et al., 1981 J Biol 
Chem 256: 6234-6240 et Li et ai., 1976 J Biol Chem 251 :1 159. Par activite de la 
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proteine activatrice du GM2 (SEQ ID N° 8) et des proteines de la meme famille (par 
exemple SEQ ID N° 10 a 16), on entend au moins l'activite detectee par la mise en 
oeuvre des protocoles decrits par exemple par Kase et al., 1996, Febs Letters 393 : 74- 
76, Kishimoto et al., 1992, J Lipid Res 33 : 1255-1267 et O'Brien et al., 1991 Faseb J 
5 5 : 301-308. Par activite de la calgranuline B (SEQ ID N° 17) et les proteines de la 
meme famille de la calgranuline b (par exemple SEQ ID N° 18a 23) et toute, on entend 
au moins l'activite detectee par la mise en oeuvre des protocoles decrits par exemple 
par Murthy et al.,1993 J Immunol 151 : 6291-6301 et Murao et al., 1990 Cell growth 
Differ 1 : 447-454. 

10 L'obtention d'un modele animal transgenique, de preference murin, pour 

une pathologie humaine est techniquement realisable. Brievement, l'animal 
transgenique est produit en utilisant les techniques conventionnelles decrites et possede 
integre dans son genome les acides nucleiques codant pour les proteines ou leurs 
fragments. 

15 Evaluation de l'efficacite d'un agent therapeutique et suivi therapeutique 

ex vivo, chez 1'homme : 

les agents therapeutiques a tester pour une activite therapeutique et/ou 
pour un suivi therapeutique sont administres par differentes voies a 1'homme, telles que 
les voies intradermique, intraveineuse, intramusculaire, intracerebral, orale, ou autres. 

20 Differentes doses sont administrees a l'etre humain. Le dossier clinique du patient au 
moment de la premiere administration est parfaitement connu. Une ou plusieurs 
administrations peuvent etre realisees avec des temps d'intervalle differents entre 
chaque administration pouvant aller de quelques jours a quelques annees. Des 
echantillons biologiques sont preleves a des intervalles de temps determines apres 

25 administration de 1' agent therapeutique, de preference du sang, du serum, du liquide 
cephalo-rachidien et de 1'urine. Differentes analyses sont realisees a partir de ces 
echantillons. Juste avant la premiere administration de 1' agent therapeutique, ces 
prelevements et ces memes analyses sont egalement realises. Un examen clinique et 
biologique classique (IRM, bandes oligoclonales dans le liquide cephalo-rachidien, 

30 potentiels evoques) est realise egalement en parallele des analyses supplementaires qui 
sont etre decrites ci dessous, a differentes temps de l'analyse. Les analyses realisees 
sont : ^ 



WO 01/05422 28 PCT/FROO/02057 



(i) une mesure de Tactivite gliotoxique par ie bio-essai a partir d* echantillons de serum, de LCR et 
d'urine, et/ou 

(ii) une mesure d'activite des proteines d'interet identifiees dans la presente invention seules ou en 
combinaison comme decrit par exemple par : Li et al, 1983, Am J Hum Genet 35 : 629-634 ; Li et al., 

5 1988 J Biol Chem 263 : 6588-6591 ; Li et al., 1981 J Biol Chem 256 : 6234-6240 ;Li et aL, 1976 J Biol 
Chem 251 :1 159 ; Kase et aL, 1996. FebsLetters 393 : 74-76 ; Kishimoto et al., 1992, J Lipid Res 33 : 
1255-1267 ; O'Brien et ah, 1991 Faseb J 5 : 301-308 ; Murthy et aL,1993 J Immunol 151 : 6291-6301 ; 
Murao et aL, 1990 Cell growth Differ 1 : 447-454, et/ou 

(iii) un dosage des proteines d'interet ou de leurs fragments, seuls ou en 
10 combinaison, dans les echantillons de sang/serum, LCR, urine par ELISA et/ou 

Western Blot, en utilisant des anticorps ou des fragments d'anticorps capables de se 
fixer a au moins une des proteines ou a un de leur fragment, et/ou 

(iv) un dosage d'anticorps specifiques des proteines d'interet ou de leurs 
fragments dans des echantillons de sang/serum, LCR, urine, par ELISA et/ou Western 

15 blot en utilisant une proteine naturelle ou un fragment de la proteine naturelle et/ou une 
proteine recombinante ou un fragment de cette proteine recombinante, seuls ou en 
combinaison. De meme un dosage de ligands capables de se fixer aux proteines 
d'interet identifiees, seules ou en combinaison, peut etre realise, et/ou 

(v) un dosage de la reponse immune cellulaire « helper » et/ou cytotoxique induite 
20 contre les proteines d'interet et tout peptide immunogene derivant de ces proteines, par 

exemple en realisant un test d'activation in vitro de cellules lymphocytes T specifiques 
de 1'antigene administre (exemple). Par exemple en realisant un test d'activation in 
vitro de cellules lymphocytes T helper specifiques de 1'antigene administre (exemple) ; 
Par exemple en quantifiant les lymphocytes T cytotoxiques selon la technique dite 

25 ELISPOT decrite par Scheibenbogen et al.,1997 Clinical Cancer Research 3 : 221-226. 
Une telle determination est particulierement avantageuse lorsque Ton souhaite evaluer 
l'efficacite d'une approche vaccinale mise en oeuvre chez un patient donne ou pour 
diagnostiquer un etat pathologique potentiel chez un patient en cherchant a mettre en 
evidence une reponse immune naturellement developpee par ledit patient contre 

30 1'antigene les proteines d'interet ou tout? fragment immunogene derives de ces 
proteines, seuls ou en combinaison, et/ou 

(vi) une detection de fragments d'ADN et/ou d'ARN codant pour les proteines ou un 
fragment des proteines d'interet par hybridation nucleotidique selon les techniques bien 
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connues de Phomme de Tart (Southern blot, Northern blot, ELOSA " Enzyme-Linked 
Oligosorbent Assay " (Katz JB et al., Am. J. Vet. Res., 1993 Dec ; 54 (12) :2021-6 et 
Francois Mallet et aL, Journal of Clinical Microbiology, June 1993, pi 444- 1449)) et/ou 
par methode d' amplification de TADN et/ou TARN , par exemple par PCR, RT-PCR, 
5 en utiiisant des fragments d'acides nucleiques codant pour la sequence des proteines 
d'interet et/ou 

(vii) par biopsie de tissus, de preference du cerveau, et Pobservation des effets 
caracteristiques des proteines actives associees a la fraction gliotoxique, c'est a dire 
une apoptose des cellules gliales et/ou Pouverture de la barriere hemato-encephalique 

10 et/ou Pobservation de phenomenes de demyelinisation, et/ou 

(viii) par biopsie de tissus ou sur cellules circulantes (sang, LCR), Pobservation de la 
presence des proteines d'interet et Pestimation de leur expression par observation 
immunohistologique sur des coupes histologiques realisees a partir des tissus, en 
utiiisant des ligands et/ou des anticorps ou leurs fragments capables de se fixer aux 

1 5 proteines d * interet, et/ou 

(ix) par biopsie de tissus ou sur cellules circulantes (sang, LCR), 
Pobservation de Pexpression des proteines d'interet par hybridation in situ des 
molecules d'ARN codant pour les proteines d'interet en utiiisant des acides nucleiques 
definis a partir des sequences des proteines d'interet, et/ou 

20 (x) par biopsie de tissus ou sur cellules circulantes (sang, LCR), la 

determination de Pexpression des proteines d'interet par amplification de ces ARN par 
des techniques classiques, comme par exemple, la RT-PCR, en utiiisant des acides 
nucleiques definis a partir des sequences des proteines d'interet. 

On designe par « polypeptides et/ou proteines d'interet de Pinvention » le 

25 fragment C-terminal du perlecan (SEQ ID N°2), le precurseur de la proteine 
plasmatique de liaison au retinol (SEQ ID N°4), la proteine activateur du GM2 (SEQ 
ID N° 8), la proteine mutee de Pactivateur du GM2 (SEQ ID N° 9), la calgranuline B 
(SEQ ID N° 17), la saposine B (SEQ ID N° 24), les proteines ou fragments appartenant 
a la famille du precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol (par exemple 

30 SEQ ID N° 5 a 7), les proteines ou fragments appartenant a la famille de la proteine 
activateur du GM2 (par exemple SEQ ID N° 10 a 16), les proteines ou fragments 
appartenaftt a la famille de la proteine calgranuline B (par exemple SEQ ID N° 18 a 
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23), les proteines ou fragments appartenant a la famille de la proteine saposine B (par 
exemple SEQ ID N° 25 a 29), et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 
% d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 
d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. 
5 On designe par sequence d'acides nucleiques ADN ou fragments codant 

pour les 'polypeptides et/ou proteines d'interet de 1'invention' la sequence d'acides 
nucleiques codant pour le fragment C-terminal du perlecan (SEQ ID N°2), la sequence 
d'acides nucleiques codant pour le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au 
retinol (SEQ ID N°4), la sequence d'acides nucleiques (SEQ ID N° 31) codant pour la 

10 proteine activateur du GM2 (SEQ ID N° 8), la sequence d'acides nucleiques codant 
pour la proteine mutee de l'activateur du GM2 (SEQ ID N° 9), la sequence d'acides 
nucleique (SEQ ID N° 42) codant pour la calgranuline B (SEQ ID N° 17), la sequence 
d'acides nucleiques (SEQ ID N°53) codant pour la saposine B (SEQ ID N° 24), les 
sequences d'acides nucleiques ADN et/ou ARN (SEQ ID N° 30 a 57) codant pour les 

15 proteines ou fragments appartenant a la famille du precurseur de la proteine 
plasmatique de liaison au retinol (par exemple SEQ ID N° 5 a 7), les proteines ou 
fragments appartenant a la famille de la proteine activateur du GM2 (par exemple SEQ 
ID N° 10 a 16), les proteines ou fragments appartenant a la famille de la proteine 
calgranuline B (par exemple SEQ ID N° 18 a 23), les proteines ou fragments 

20 appartenant a la famille de la proteine saposine B (par exemple SEQ ID N° 25 a 29). 

Une proteine ou un variant d'une proteine choisie plus particulierement 
parmi les sequences definies dans les identificateurs SEQ ID N°s 2, 4, 8 , 9, 17 et 24 ou 
leurs fragments, ou parmi les sequences correspondant aux proteines des families de 
ces dites sequences (par exemple SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ 

25 ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 24, SEQ ID N° 25 a 29), et les sequences peptidiques 
qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et 
avantageusement au moins 98 d'identite avec l'une quelconque des sequences 
peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, independamment ou en combinaison, presente un effet 
toxique directement ou indirectement, vis a vis de cellules, en particulier vis a vis des 

30 cellules gliales, qui est mis en evidence par le bio-essai precite. Les auto-anticoips 
produits en reponse a la presence de cette proteine ou de ces proteines sont associes au 
processus auto-immun. Ainsi, 1 la cible du ou des agent(s) therapeutique(s) est par 
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exemple (i) la proteine naturelle ou les proteines naturelles ou leurs variants dans le but 
de reguler leur expression et/ou leur concentration intracellulaire et/ou leur 
concentration dans la circulation, (ii) un anticorps specifique d'au moins une telle 
proteine. L'agent therapeutique ou les agents therapeutiques definis eliminent la cible 
5 directement, par induction d'une reponse immune specifique et/ou la neutralised. 

La presente invention concerne done un materiel biologique pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement de mammiferes 
atteints de pathologies degenerative et/ou auto-immune et/ou neurologique, de 
preference la sclerose en plaques, ladite composition comprenant : 

10 (i) soit au moins une proteine naturelle et/ou une proteine recombinante ou 

leurs fragments dont la sequence correspond a tout ou partie des sequences referencees 
SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24 et les sequences peptidiques ou les fragments desdites 
sequences appartenant a une meme famille de proteines choisie parmi le perlecan, le 
precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de 

15 l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple 
SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, 
SEQ ID N° 25 a 29), et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 
d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 
d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° la 29, 

20 independamment ou en combinaison, 

(ii) soit au moins un ligand specifique d'au moins une desdites proteines 
ou leurs fragments dont la sequence correspond a tout ou partie des sequences 
referencees SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24, et les sequences peptidiques ou les 
fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisie 

25 parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 
precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B 
(par exemple SEQ ID N°i, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ 
ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29), et les sequences peptidiques qui presentent au 
moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 

30 moins 98 d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 
29, independamment ou en combinaison, 
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(iii) soit au moins un anticorps polyclonal ou monoclonal specifique d'au 
moins une desdites proteines ou leurs fragments dont la sequence correspond a tout ou 
partie des sequences referencees SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24, et les sequences 
peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de 

5 proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison 
au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de 
la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 
10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29), et les sequences peptidiques qui 
presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et 
10 avantageusement au moins 98 d'identite avec Tune quelconque des sequences 
peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, independamment ou en combinaison, 

(iv) soit au moins une sequence d'acide nucleique comprenant au moins 
un gene d'interet therapeutique dont la sequence nucleique est deduite des sequences 
d'ADN et d'ARN codant pour tout ou partie des proteines dont les sequences sont 

15 referencees SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24, et les sequences d'ADN et/ou ARN (par 
exemple SEQ ID N° 30 a 57) codant pour tout ou partie des proteines appartenant a une 
meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine 
plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du GM2, de la 
calgranuline B et de la saposine B, en association avec des elements assurant 

20 l'expression dudit gene d'interet therapeutique in vivo dans des cellules cibles destinees 
a etre genetiquement modifiees par la sequence nucleique du gene d'interet 
therapeutique, 

(v) soit au moins une cellule de mammifere ne produisant pas 
naturellement la proteine d'interet ou les proteines d'interet ou tout fragment de cette 

25 ou de ces proteine(s) ou des anticorps specifiques d'au moins une desdites proteines ou 
de ses fragments ladite cellule mammifere etant genetiquement modifiee in vitro par au 
moins une sequence d'acide nucleique ou un fragment d'une sequence d'acide 
nucleique ou une association de sequences d'acides nucleiques correspondant a des 
fragments d'acides nucleiques issus d'un meme gene ou de genes differents, la ou 

30 lesdites sequences nucleiques etant deduite(s) des sequences d'ADN et ARN codant 
pour les proteines referencees SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24, et les sequences d'ADN 
et/ou ARN (par exemple SEQ ID N° 30 a 57) codant pour tout ou partie des proteines 
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appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur 
de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de Pactivateur du GM2, 
de la calgranuline B et de la saposine B, ledit gene d'interet therapeutique codant pour 
tout ou partie de la proteine d'interet, d'un fragment de la proteine d'interet ou d'un 
5 anticorps specifique de la proteine d'interet qui sera exprime a la surface de ladite 
cellule de mammifere (Toes et ah, 1997,PNAS 94 : 14660-14665). La composition 
pharmaceutique peut contenir un agent therapeutique seul dirige contre une cible seule 
ou des agents pris en combinaison diriges contre plusieurs cibles. 

On designe par « polypeptides et/ou proteines d'interet de rinvention» le 

10 fragment C-terminal du perlecan (SEQ ID N° 2), le precurseur de la proteine 
plasmatique de liaison au retinol (SEQ ID N°4), la proteine activateur du GM2 (SEQ 
ID N° 8), la proteine mutee de l'activateur du GM2 (SEQ ID N° 9), la calgranuline B 
(SEQ ID N° 17), la saposine B (SEQ ID N° 24), les proteines ou fragments appartenant 
a la famille du precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol (par exemple 

15 SEQ ID N° 5 a 7), les proteines ou fragments appartenant a la famille de la proteine 
activateur du GM2 (par exemple SEQ ID N° 10 a 16), les proteines ou fragments 
appartenant a la famille de la proteine calgranuline B (par exemple SEQ ID N° 18 a 
23), les proteines ou fragments appartenant a la famille de la proteine saposine B (par 
exemple SEQ ID N° 25 a 29 et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 

20 d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % 
d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ED N° 1 a 29. 

A partir des connaissances des sequences en acides amines des proteines 
d'interet identifies dans la presente invention, il est a la portee de I'homme de l'art de 
definir et utiliser les molecules decrites ci dessus et/ou toute molecule capable de se 

25 fixer au dites molecules, et/ou toute molecule capable d'inhiber lesdites molecules. 
Ainsi la presente invention concerne l'utilisation de proteines naturelles et/ou 
recombinantes et/ou de polypeptides de synthese et leurs fragments, de ligand capables 
de se fixer au dites proteines ou a leur(s) fragment(s), par exemple des anticorps ; de 
proteines inhibitrices de la fonction et/ou de l'expression et/ou de la fixation desdites 

30 proteines. 
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Utilisation de proteine(s) et/ou peptide(s) naturel(s) et/ou de proteine(s) 
recombinante(s) et/ou de polypeptide(s) de synthese correspondant aux proteines 
d'interet identifiees dans la presente invention. 

La presente invention concerne un materiel biologique pour la preparation 
5 de compositions pharaiaceutiques destinees au traitement de mammiferes atteint de 
maladie auto-immune, de preference la sclerose en plaques, comprenant : 

(i) soit au moins une proteine naturelle et/ou une proteine recombinante 
et/ou un polypeptide de synthese choisi parmi les proteines dont les sequences en 
acides amines sont referencees SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24, et les sequences 

10 peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de 
proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison 
au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de 
la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 
10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29), et les sequences peptidiques qui 

15 presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et 
avantageusement au moins 98 d'identite avec Tune quelconque des sequences 
peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, seules ou en combinaison, 

(ii) soit au moins un fragment nature! et/ou synthetique de ces proteines 
d'interet, par exemple un fragment immunogene capable d'induire une reponse 

20 immune contre un polypeptide cible, 

(iii) soit au moins un peptide mimotope defini a partir des sequences de 
reference SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24 et les sequences peptidiques ou les fragments 
desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le 
perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur 

25 de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par 
exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 
18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29), et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 
% d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 
d'identite avec l'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, ou une 

30 combinaison de mimotopes, capable d'induire une reponse immune contre le 
polypeptide cible, 
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(iv) soit au moins toute proteine ou peptide pouvant reguler in vivo la 
transcription et/ou la traduction des proteines d'interet (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24) 
et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une 
meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine 
5 plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de 
la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences 
peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % 
d'identite et avantageusement au moins 98 d'identite avec Tune quelconque des 
10 sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. L'administration de ces proteines et/ou 
peptides seuls ou en combinaison peut retablir la concentration d'une proteine d'interet 
dans l'organisme. 

La reponse immune dirigee contre un antigene specifique peut etre divisee 
en deux categories distinctes, Tune mettant en jeu les anticorps (reponse immune de 

15 type humorale), 1 'autre les cellules effectrices cytotoxiques telles que par exemple les 
macrophages, les lymphocytes cytotoxiques (CTL) ou les cellules tueuses (NK) ainsi 
que les lymphocytes T « helper », notamment les lymphocytes T CD4+ (reponse 
immune de type cellulaire). Plus particulierement, les deux types de reponse se 
distinguent en ce que les anticorps reconnaissent les antigenes sous leur forme 

20 tridimensionnelle alors que les lymphocytes T, par exemple, reconnaissent des portions 
peptidiques desdits antigenes, associes a des glycoproteins codees par les genes du 
complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), notamment les genes du complexe 
majeur d'histocompatibilite de type I qui sont exprimes de fa^on ubiquitaire a la 
surface des cellules ou les genes du complexe majeur d'histocompatibilite de type II 

25 qui sont exprimes de fa9on specifique a la surface des cellules impliquees dans la 
presentation des antigenes (APC). 1) Selon un premier aspect, la reponse immune de 
type cellulaire est caracterisee en ce que les cellules T de type CD4+ (cellules T 
helper), suite a un phenomene d' activation bien connu (pour une revue voir Alberola- 
lia 1997, Annu Rev Immunol 15, 125-154) produisent des cytokines qui a leur tour 

30 induisent la proliferation de cellules APC capables de produire lesdites cytokines, la 
differenciation cellulaire des lymphocytes B capables de produire des anticorps 
specifiques de Tantigene, et la stimulation des lymphocytes T cytotoxiques (CTL). 2) 
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Selon un second aspect de la reponse immune cellulaire, les cellules effectrices 
cytotoxiques telles que par exemple les lymphocytes de type CD8+ (CTL) sont actives 
a) apres interaction avec des peptides antigeniques fixes sur et presentes par les 
glycoproteins portees par les cellules ubiquitaires et codees par les genes appartenant 
5 au systeme CMHI, et b) eventuellement par les cytokines produites par les CD4+. 

La presente invention concerne F administration d'une proteine ou d'un 
peptide derives des proteines d'interet (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24) ou de leur(s) 
fragments), et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences 
appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur 

10 de la proteine piasmatique de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du 
gangiioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ED N°l, 
SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 
25 a 29), et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de 
preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec 

15 Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, seuls ou en 
combinaison, pour la prophylaxie et/ou la therapie d'une maladie auto-immune, telle 
que la sclerose en plaques. Ces proteines et peptides administres sont caracterises en ce 
que ils doivent avoir perdu leur activite toxique, par exemple leur activite gliotoxique, 
ou avoir perdu leur capacite a se fixer a un ligand, et peuvent induire significativement 

20 une reponse immune mediee par les lymphocytes T ou/et les anticorps dirigee contre 
cette proteine sont utilises. De telles proteines sont dites 'modifiees\ cependant leur 
immunogenicite est conservee. De telles molecules immunogeniques modifiees sont 
obtenues par un nombre de traitements conventionnels, par exemple la denaturation 
chimique ou a la chaleur, la troncation ou la mutation avec deletion, insertion ou 

25 emplacement d'acides amines. Un exemple de troncation consiste en la troncation 
d'acides amines a Textremite carboxy-terminale pouvant aller jusqu'a 5-30 acides 
amines. Les molecules modifiees peuvent etre obtenues par des techniques synthetiques 
ou/et recombinantes ou par des traitements chimiques ou physiques des molecules 
naturelles. 

30 Les proteines d'interet naturelles et/ou recombinantes identifiees dans la 

presente invention (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 25), et les sequences peptidiques ou les 
fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies 
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parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 
precurseur de Tactivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B 
(par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ 
ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29), et les sequences peptidiques qui presentent au 
5 moms 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 
moins 98 d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 
29, ou leur(s) fragment(s), sont utilisees en vaccination prophylactique et therapeutique 
contre les maladies auto-immunes, de preference la SEP. Un vaccin comprend une 
quantite immunogenique effective de la proteine immunogene en association avec un 

10 vehicule pharmaceutiquement acceptable et eventuellement un adjuvant et/ou un 
diluant. Les vehicules, adjuvants et diluants pharmaceutiquement acceptables sont bien 
connus de Fhomme du metier. On peut citer a titre de reference le Remington's 
Pharmaceutical Sciences. L'utilisation de compositions vaccinales est particulierement 
avantageuse en association avec un diagnostic precoce de la maladie. La proteine 

15 immunogene est utilisee dans la preparation de medicament pour la vaccination 
prophylactique ou therapeutique. Les proteines d'interet peuvent etre eliminees de 
1'organisme sans induire d'effets secondaires indesirables. LMdentification de telles 
proteines ou peptides vaccins est realisee comme suit : les molecules candidates 
modifiees comme decrit precedemment (proteines naturelles, recombinantes, peptides) 

20 sont analysees dans un test fonctionnel pour verifier qu'elles ont perdues leur toxicite, 
par exemple leur activite gliotoxique en utilisant le test appele bio-essai, et pour 
verifier leur immunogenicite (i) en realisant un test in vitro de proliferation de 
lymphocytes T CD4+ specifiques de Fantigene administre (T cell assay) ou un test in 
vitro de cytotoxicite des lymphocytes CD8+ specifiques de Tantigene administre et (ii) 

25 en mesurant entre autre le taux d'anticorps circulants diriges contre la proteine 
naturelle. Ces formes modifiees sont utilisees pour immuniser des hommes par des 
procedures standard avec des adjuvants appropries. 

Les vaccins prepares sont injectables, c'est-a-dire en solution liquide ou 
en suspension. En option, la preparation peut aussi etre emulsifiee. La molecule 

30 antigenique peut etre melangee avec des excipients qui sont pharmaceutiquement 
acceptables et compatibles avec l'ingredient actif. Des exemples d'excipients 
favorables sont Peau, une solution saline, le dextrose, le glycerol, Fethanol ou des 
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equivalents et leurs combinaisons. Si desire, le vaccin petit contenir des quantites 
mineures de substances auxiliaires comme des agents " wetting " ou emulsifiants, des 
agents qui tamponnent le pH ou des adjuvants comme l'hydroxide d'aluminium, le 
dipeptide muramyl ou leurs variations. Dans le cas des peptides, leur couplage a une 
5 plus grosse molecule (KLH, toxine tetanique) augmente quelquefois rimmunogenicite. 
Les vaccins sont administres conventionnellement par injection par exemple sous 
cutanee ou intramusculaire. Des formulations additionnelles favorables avec d'autres 
modes d' administration incluent des suppositoires et quelquefois des formulations 
orales. 

10 En general la concentration du polynucleotide dans la composition utilisee 

pour une administration in vivo est de 0.1 (ig /mi jusqu'a 20 mg /ml. Le polynucleotide 
peut etre homologue ou heterologue de la cellule cible dans laquelle il va etre introduit. 

La presente invention conceme egalement Tutilisation de vaccins incluant 
des molecules d'acides nucleiques qui codent pour les proteines d'interet ou des 

15 peptides immunogenes ou leur fragment(s), non actifs, correspondant aux proteines 
d'interet (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24) et les sequences peptidiques ou les fragments 
desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le 
perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur 
de Tactivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par 

20 exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 
1 8 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 
d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % 
d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. Les 
vaccins d'acides nucleiques, en particulier les vaccins ADN, sont administres 

25 generalement en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable en 
injection intramusculaire. 

A partir de la sequence en acides amines des proteines d'interet decrites 
(SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17 et 24) et les sequences peptidiques ou les fragments desdites 
sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le 

30 precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de 
l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple 
SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 k 23, 
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SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 
d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % 
d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, des 
peptides ou des fragments correspondant a tout ou partie de la sequence primaire de ces 
5 proteines peuvent etre synthetises par des methodes classiques de synthese peptidique 
ou obtenus par recombinaison genetique. 

Des proteines recombinantes correspondante aux proteines d'interet, 
produites dans un systeme cellulaire procaryote ou eucaryote, sont disponibles aupres 
de differentes equipes et sont decrites dans la litterature. Elles peuvent etre egalement 

10 produite par l'homme du metier a partir de la connaissance des sequences des genes 
correspondants decrits dans la litterature et en tenant compte de la degenerescence du 
code genetique. Toutes les sequences proteiques identifiees dans la presente invention 
sont ainsi susceptibles d'etre obtenues par recombinaison genetique. Les genes sont 
clones dans des vecteurs adaptes. Des vecteurs differents sont utilises pour transformer 

15 des cellules procaryotes (par exemple E. coli) et des cellules eucaryotes (par exemple 
cellules COS, CHO et cellules Simliki). Les proteines recombinantes correspondant 
aux proteines d'interet ou a des fragments des proteines d'interet peuvent etre ainsi 
produits dans des systemes cellulaires procaryotes et/ou encaryotes. Dans les cellules 
E. coli, les proteines recombinantes sont produites avec une queue poly-histidine. La 

20 fraction proteique insoluble est solubilisee dans de Puree 8M. L'enrichissement du 
produit a ete effectue sur resine chelatee au nickel (Qiagen). La colonne a ete lavee 
avec des concentrations decroissantes d'uree. L'elution a ete faite avec de 1'imidazole 
en J'absence d'uree. La sequence complete des proteines d'interet peut etre egalement 
clonee dans un plasmide adapte puis transferee dans le virus de la vaccine pour obtenir 

25 un virus recombinant. 

Utilisation de ligands capables de se fixer aux proteines d'interet 
identifiees dans la presente invention. 

La presente invention concerne un materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees au traitement de mammiferes atteint de 

30 maladie auto-immune, de preference la sclerose en plaques, comprenant : 

(i) soit au moins un ligand capable de se fixer aux proteines et/ou 
fragments "ties proteines choisies parmi les proteines cibles SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 14 et 
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24 et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une 
meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine 
plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de Factivateur du ganglioside GM2, de 
la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
5 N° 5 a 7, SEQ ID N° 1 0 a 1 6, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences 
peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % 
d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des 
sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, le ligand 6tant capable ou non d'inhiber 
l'activite proteique, 

10 (ii) soit au moins un anticorps polyclonal ou monoclonal capable de se 

fixer a au moins une proteine ou un de ses fragments choisie parmi les proteines cibles 
SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 14 et 24 et les sequences peptidiques ou les fragments desdites 
sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le 
precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de 

15 Factivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple 
SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, 
SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 
d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % 
d'identite avec 1'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. Cet 

20 anticorps peut etre ou non neutralisant, c'est-a-dire capable ou non d'inhiber l'activite 
de la proteine d'interet. Le ligand peut etre choisi parmi toute molecule ou fragment 
molecule capable de se fixer aux proteines cibles, par exemple les recepteurs de ce 
proteines, les cofacteurs de ces proteines, les anticorps polyclonaux ou monoclonaux 
capables de se fixer aux proteines ou tout fragment de ces proteines. 

25 Ces anticorps sont tres utiles notamment pour permettent la mise en oeuvre 

de compositions therapeutiques car ils conduisent par exemple, a des reactions 
immunes, dirigees specifiquement a l'encontre d' epitopes immunodominants ou contre 
des antigenes presentant une grande variability On administre chez le patient soit des 
anticorps solubles neutralisants pour inhiber leur fonction, soit des anticorps solubles 

30 specifiques pour eliminer le peptide par formation de complexes immuns. L'invention 
decrit l'utilisation d'anticorps capables de reconnaitre specifiquement au moins une 
proteine decrite dans la presente invention pour le traitement et /ou pour le suivi 



WO 01/05422 



41 



PCT/FR00/02057 



therapeutique de maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune, de 
preference la sclerose en plaques. Ces anticorps sont polyclonaux et de preference 
monoclonaux. De preference ces anticorps reconnaissent le site actif de la proteine et 
en se fixant, inhibe la fonction de la proteine. La capacite de Panticorps a se fixer 
5 specifiquement a la proteine est analyse par des techniques conventionnelle decrites, 
comme par exemple par des tests ELISA ou de Western blot en utilisant la proteine ou 
le peptide immunogene naturel ou synthetique. Le titre de F anticorps est determine. La 
capacite de F anticorps a neutraliser la fonction de la proteine peut etre analysee par 
differents moyen, par exemple en determinant la diminution de Factivite de la proteine 

10 ou du peptide immunogene en presence de F anticorps, de preference en determinant la 
diminution de Factivite gliotoxique en utilisant le test bio-essai in vitro. 

Par exemple, les anticorps monoclonaux diriges contre la proteine cible ou 
une partie de cette proteine sont produits par des techniques conventionnelles utilisees 
pour produire des anticorps contre des antigenes de surface Des souris ou des lapins 

15 sont immunisees (i) soit avec la proteine naturelle ou recombinante d'interet, (ii) soit - 
avec tout peptide immunogene de cette proteine d'interet, (iii) soit avec des cellules 
murines qui expriment la proteine ou le peptide d'interet et les molecules du CMHEL 
La lignee murine Balb/c est la plus frequemment utilisee. L'immunogene est egalement 
un peptide choisi parmi les peptides defmis a partir des sequences primaires des 

20 proteines d'interet. Par exemple, l'immunogene suivant a ete prepare : les peptides 
SEQ ID N°s 58, 59, 60 issus de la sequence du precurseur du ganglioside GM2, les 
peptides SEQ ID N°s 61, 62 issus de la sequence de la saposine B et les peptides SEQ 
ID N°s 63, 64, 65 issus de la calgranuline B ont ete couple a de Fhemocyanine de 
Lymphet Keyhole, en abrege peptide-KLH, comme support pour son utilisation en 

25 immunisation, ou couple a de Falbumine de serique humaine, en abrege peptide-HSA. 
Les animaux ont ete soumis a une injection de peptide-KLH ou de peptide-HSA en 
utilisant de Fadjuvant complet de Freund (IFA). Les serums et les surnageants de 
culture d'hybridome issus des animaux immunises avec chaque peptide ont ete 
analyses pour la presence d'anticorps anti-proteines par un test ELISA utilisant les 

30 proteines initiales. Les cellules spleniques de ces souris ont par consequent ete 
recuperees et fusionnees avec des cellules de myelome. Le polyethyleneglycol (PEG) 
est F agent de fusion le plus frequemment utilise. Les hybridomes produisant les 
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anticorps les plus specifiques et les plus sensibles sont selectionnes. Les anticorps 
monoclonaux peuvent etre produits in vitro par culture cellulaire des hybridomes 
produits ou par recuperation de liquide d'ascite murin apres injection intraperitoneale 
des hybridomes chez la souris. Quel que soit le mode de production en surnageant ou 
5 en ascite, il importe ensuite de purifier T anticorps monoclonal. Les methodes de 
purification utilisees sont essentiellement la filtration sur gel echangeur d'ions ou par 
chromatographic d'exclusion, voire l'immunoprecipitation. Pour chaque anticorps il 
faut choisir la methode qui permettra d'obtenir le meilleur rendement Un nombre 
suffisant d'anticorps anti-proteines sont cribles dans des tests fonctionnels pour 

10 identifier les anticorps les plus performants pour fixer la proteine d'interet et/ou pour 
bloquer Pactivite de la proteine d'interet. Les anticorps monoclonaux selectionnes sont 
humanises par des methodes standard de « CDR grafting » (protocole realise par de 
nombreuses compagnies, sous forme de service). Ces anticorps humanises peuvent etre 
testes cliniquement chez le patient. L'efficacite dc ces anticorps peut etre suivie par des 

15 parametres cliniques. 

La production in vitro d'anticorps, de fragments d'anticorps ou de derives 
d' anticorps, tels que les anticorps chimeres, produits par genie genetique, dans des 
cellules eucaryotes a ete decrite (EP 120 694 ou EP 125 023) et est aussi applicable a la 
presente invention. 

20 Utilisation de molecules inhibitrices des proteines d'interet identifiees 

dans la presente invention. 

La presente invention concerne un materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees au traitement de mammiferes atteint de 
maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune, de preference la sclerose 

25 en plaques, ladite composition comprenant (i) soit au moins une molecule inhibitrice de 
la fonction d'au moins une proteine choisie parmi les proteines identifiees dans la 
presente invention (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24) et les sequences peptidiques ou les 
fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies 
parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 

30 precurseur de Tactivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B 

(par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ 

-. 

ID N° 18^a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au 
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nioins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 
moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 
29, par exemple inhibitrice de I'activite gliotoxique, (ii) soit au moins une molecule 
regulatrice de l'expression d'au moins une proteine choisie parmi les proteines SEQ ID 
5 N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences 
appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur 
de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de Factivateur du 
ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, 
SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 

10 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de 
preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec 
Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, par exemple pour 
bloquer la transcription ou la traduction, (iii) soit au moins une molecule regulatrice du 
metabolisme d'au moins une proteine choisie parmi les proteines SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 

15 17, 24 et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a 
une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine 
plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de 
la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5 a 7, SEQ ED N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences 

20 peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % 
d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Fune quelconque des 
sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, (iv) soit au moins une molecule regulatrice 
de l'expression et/ou du metabolisme d'un ligand d'au moins une proteine choisie 
parmi les proteines SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les sequences peptidiques ou les 

25 fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies 
parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 
precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B 
(par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ 
ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au 

30 moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 
moins 98 % d'identite avec l'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 
SEQ ID 8 et SEQ ID N° 10 a 29 et les sequences peptidiques qui presentent au 
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moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 
moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 
29, par exemple un recepteur ou un cofacteun On peut penser que ces proteines de 
Torganisme humain peuvent etre inhibees sans effet secondaire. 
5 Un autre aspect important de l'invention conceme 1'identification et 

revaluation de l'efficacite therapeutique de substances naturelles et/ou synthetiques (i) 
capables de bloquer et/ou d'inhiber l'activite des proteines d'interet de l'invention 
et/ou de leur fragment : SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les sequences peptidiques ou les 
fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies 

10 parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 
precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B 
(par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ 
ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au 
moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 

15 moins 98 % d'identite avec l'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 
29 et/ou (ii) capables d'inhiber leur metabolisme tels les inhibiteurs du metabolisme 
correspondant, les inhibiteurs d' enzymes activees par les coenzymes, (iii) capables de 
reguler ^expression des proteines d'interet (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les 
sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme 

20 famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique 
de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la 
calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 1 8 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences 
peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % 

25 d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec l'une quelconque des 
sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, (iv) capables d'inhiber la fonction et/ou 
l'expression des ligands des proteines d'interet SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les 
sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme 
famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique 

30 de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la 
calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences 
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peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % 
d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des 
sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, comme par exemple des recepteurs. Ces 
substances peuvent etre utilisees dans des traitements prophylactiques et therapeutiques 
5 de la maladie. L' invention concerne egalement des methodes pour traiter et prevenir 
une maladie auto-immune, par exemple la SEP, en administrant des quantites effectives 
de ces substances. Les substances peuvent etre des proteines, des anticorps, de petites 
molecules synthetiques ou naturelles, des derives des proteines identifies dans cette 
invention, des lipides, des glycolipides etc... Les petites molecules peuvent etre criblees 

10 et identifies en grande quantite en utilisant des librairies combinatoires chimiques. 
L' invention concerne egalement des compositions phannaceutiques comprenant ces 
substances en association avec des carriers physiologiques acceptables, et des methodes 
pour la preparation de medicaments a utiliser en therapie ou en prevention de maladies 
auto-immunes dont la SEP en utilisant ces substances. 

15 Pour identifier des molecules inhibitrices de faible poids moleculaire 

comme des drogues candidates pour les maladies degeneratives et/ou neurologiques 
et/ou auto-immunes, telles que la sclerose en plaques, on utilise les tests et protocoles 
decrits dans precedemment et dans les demandes de brevet incorpores a titre de 
reference, en utilisant des echantillons preleves du patient non traite ou traite, du 

20 modele animal non traite ou traite, ou de tissus du modele animal non traite ou traite. 
Cet aspect de l'invention inclue egalement mi precede pour identifier des substances 
capables de bloquer ou d'inhiber I'activite des proteines d'interet, comprenant 
l'introduction de ces substances dans un test in vitro ou dans un modele animal in vivo. 
Les molecules selectionnees sont testees a differentes concentrations. Ces inhibiteurs 

25 sont aussi testes dans des essais de toxicite et pharmacocinetique pour savoir si ils 
peuvent representer des drogues candidates valables. Les substances testees pour 
l'inhibition ou le blocage des activites proteiques ou de 1'expression des proteines, 
dans ces procedures de criblage peuvent etre des proteines, des anticorps, des 
fragments d'anticorps, de petites molecules synthetiques ou naturelles, des derives des 

30 proteines d'interet, etc Les petites molecules peuvent etre criblees et identifiees en 

grande quantite en utilisant des librairies combinatoires chimiques. 

A titre d' exemple, on peut citer comme substances inhibitrices : 
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Les inhibiteurs des proteines identifies dans la presente invention (SEQ 
ID N° 2, 4, 8, 9, 1 7, 24), les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences 
appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur 
de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de Factivateur du 
5 ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, 
SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 
25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de 
preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec 
Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, et les inhibiteurs des 

10 fragments desdites proteines. Ces inhibiteurs peuvent etre compris dans une 
composition prophylactique et therapeutique, en particulier pour le traitement de la 
sclerose en plaques. Par exemple, la lycorine, alcaloide extrait de Amaryllidaceae (ex : 
Crinum Asiaticum) est utilisee in vitro a une concentration comprise entre 0.1 et 0.5 jug 
/ml et in vivo a une concentration comprise entre 0.1 et 1 mg / kg /jour. Par exemple, le 

15 Rolipram (nom commercial) et FIbudilast (nom commercial), qui sont deux molecules 
de la meme famille des inhibiteurs des phosphodiesterases 4(PDE4) sont utilisees in 
vitro a des concentrations comprises entre 1 et 10 \xMA et in vivo a des concentrations 
comprises entre environ 10 mg/kg/jour. 

* A partir des sequences d'acides amines des proteines SEQ ID N° 2,_4, 

20 8, 9, 17, 24_et des sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences 
appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur 
de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de Factivateur du 
ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, 
SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 

25 25 a 29)^_il est evident que Fon peut deduire les sequences nucleotidiques ADN et 
ARN (SEQ ID N° 30, 31, 42, 53) correspondant aux proteines d'interet et les sequences 
codant pour les proteines de la famille de ces proteines d'interet ( par exemple SEQ ID 
N° 32 a 41, SEQ ID N° 43 a 52, SEQ ID N° 54 a 57, SEQ ID N° 66 a 67), en tenant 
compte du code genetique et de sa degenerescence. Ainsi la presente invention 

30 concerne Futilisation de ces sequences nucleotidiques sous forme : 
- de sequences anti-sens, 
* - de sequences codant pour un gene therapeutique, 
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- de sequences pouvant etre contenue dans un vecteur pour la realisation 
de transformation cellulaire ex vitro et/ou in vivo (therapie genique). 

Utilisation decides nucleiques deduits des sequences en acides amines 
des proteines d'interet identifies dans la presente invention ; acides nucleiques anti- 
5 sens et/ou codant pour un gene therapeutique. 

La presente invention concerne un materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees au traitement de mammiferes atteint de 
maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune, en particulier la sclerose 
en plaques, la composition comprenant (i) soit au moins une sequence d'acide 

10 nucleique capable de s'hybrider a une sequence d'acides nucleiques codant pour les 
proteines d'interet (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24) et les sequences peptidiques ou les 
fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies 
parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 
precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B 

15 (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ 
ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au 
moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 
moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ED N° 1 a 
29, ou leur(s) fragment(s), (ii) soit au moins une sequence d'acide nucleique 

20 comprenant au moins un gene d'interet therapeutique codant pour les proteines ou un 
fragment de proteines (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24), les sequences peptidiques ou les 
fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies 
parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 
precurseur de 1'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B 

25 (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ 
ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au 
moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 
moins 98 % d'identite avec l'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 
29, et des elements assurant 1'expression dudit gene in vivo dans des cellules cibles 

30 destinees a etre genetiquement modifiees par ladite sequence nucleique. 

Par sequence d'acide nucleique, on entend un fragment d'ADN et/ou 
d'ARN, double brin ou simple brin, lineaire ou circulaire, naturel et isole ou de 
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synthese, designant un enchainement precis de nucleotides, modifies ou non, 
permettant de definir un fragment ou une region d'un acide nucleique choisi dans le 
groupe consistant en un ADNc ; un ADN genomique ; un ADN plasmidique ; un ARN 
messager. Ces sequences d'acides nucleiques sont deduites de la sequence d'acides 
5 amines des proteines SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les sequences peptidiques ou les 
fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies 
parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du 
precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B 
(par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ 

10 ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au 
moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au 
moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 
29, en utilisant le code genetique. En raison de la degenerescence du code genetique 
1' invention englobe egalement des sequences equivalentes ou homologues. Ces 

15 sequences definies permettent a rhomme de Fart de definir lui-meme les acides 
nucleiques adaptes. 

Aussi, la presente invention concerne un materiel biologique pour la 
preparation de compositions phannaceutiques comprenant au moins une sequence 
d'acide nucleique capable de s'hybrider a une sequence d'acides nucleiques codant 

20 pour les proteines d'interet ou leur(s) fragment(s) (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24) et les 
sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme 
famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique 
de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la 
calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 

25 N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences 
peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % 
d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec 1'une quelconque des 
sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. 

L'invention consiste a definir et utiliser des molecules d'acides nucleiques 

30 complementaires des sequences ADN et/ou ARN codant pour les proteines d'interet ou 
leur(s) fragment(s). Ces fragments correspondent a des molecules anti-sens ou 
ribozyme ^et peuvent etre syntHetises a l'aide de synthetiseurs automatiques, tels que 
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ceux commercialises par la societe Applied Biosystem. L'invention decrit Futilisation 
de ces acides nucleiques capables de s'hybrider dans des conditions stringentes a 
l'ADN ou/et ARN codant pour les proteines de l'invention ou pour leu(s) fragment(s). 
Des conditions de stringence caracteristiques sont celles qui correspondent a une 
5 combinaison de la temperature et de la concentration saline choisie approximativement 
entre 12 a 20°C sous le Trn (« melting temperature ») de 1'hybride a l'etude. De telles 
molecules sont synthetisees et peuvent etre marquees en utilisant des methodes de 
marquage conventionnelles utilisees pour les sondes moleculaires, ou peuvent etre 
utilisees comme amorces dans les reactions d' amplification. Les sequences qui 

10 presentent au moins 90% d'homologie par rapport a une sequence de reference font 
egalement partie de l'invention, de meme que les fragments de ces sequences qui 
presentent au moins 20 nucleotides et de preference 30 nucleotides contigus 
homologues par rapport a une sequence de reference. Afm de reduire la proportion de 
peptides naturels ou variants, il est possible d'envisager une approche anti-sens et/ou 

15 ribozyme. Une telle approche est largement decrite dans la litt&ature. Bien entendu, de 
telles molecules anti-sens peuvent constituer en tant que telles des vecteurs. On peut 
egalement utiliser des vecteurs qui comprennent une sequence d'acides nucleique qui 
code pour un anti-sens. 

La presente invention concerne un materiel biologique pour la preparation 

20 de compositions pharmaceutiques destinees au traitement de mammiferes atteint de 
maladie degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune, telle que la sclerose en 
plaques, ladite composition comprenant au moins une sequence d'acide nucleique 
contenant au moins un gene d'interet therapeutique et des elements assurant 
V expression dudit gene in vivo dans des cellules cibles destinees a etre genetiquement 

25 modifiees par ladite sequence nucleique. 

Ces sequences d'acides nucleiques et/ou vecteurs (anti-sens ou codant 
pour une proteine ou un fragment d'une proteine) permettent de cibler les cellules dans 
lesquelles le peptide est exprime, telles que les cellules macrophages : (i) soit par 
Tutilisation d'une molecule de ciblage introduite sur le vecteur, (ii) soit par Futilisation 

30 d'une propriete particuliere de ces cellules. 

Utilisation de vecteurs comprenant un gene d'interet therapeutique 
corresponclant aux genes des proteine d'interet identifiees dans la presente invention. 
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La presente invention concerne un materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees a la prevention et au traitement de 
maladies degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune, telles que la sclerose en 
plaques, la composition comprenant une sequence d'acide nucleique comprenant un 
5 gene d'interet therapeutique et des elements d'expression dudit gene d'interet. Les 
genes peuvent etre non mutes ou mutes. lis peuvent egalement consister en des acides 
nucleiques modifies de sorte qu'il ne leur est pas possible de s'integrer dans le genome 
de la cellule cible ou des acides nucleiques stabilises a l'aide d'agents, tels que la 
spermine. 

10 Un tel gene d'interet therapeutique code notamment : 

(i) soit au moins pour une proteine choisie parmi les proteines identifiees 
dans la presente invention (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24) et les sequences peptidiques 
ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines 
choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au 

15 . retinol, du precurseur de Tactivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la 
saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 
a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui 
presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et 
avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences 

20 peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, ou leur(s) fragment(s), 

(ii) soit au moins pour tout ou partie d'un anticoips polyclonal ou 
monoclonal capable de se fixer a au moins une proteine ou un fragment de proteine 
choisi parmi les proteines identifiees dans la presente invention (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 
17, 24) et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a 

25 une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine 
plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de Tactivateur du ganglioside GM2, de 
la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences 
peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % 

30 d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Time quelconque des 
sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. II peut notamment s'agir d'anticorps 
transmeiribranaire natif, ou de fragment ou derive d'un tel anticorps, pour autant que 
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ledit anticorps, fragment ou derive d'anticorps soit exprime a la surface de la cellule 
cibie du mammifere genetiquement modifiee et soit capable de se fixer a un 
polypeptide present a la surface d'une cellule effectrice cytotoxique ou d'un 
lymphocyte T helper implique dans le procede deactivation d'une telle cellule, 
5 (iii) soit au moins pour une molecule inhibitrice d'au moins une proteine 

ou de ses fragments, ladite proteine etant choisie parmi les proteines identifiees (SEQ 
ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24) et les sequences peptidiques ou les fragments desdites 
sequences appartenant a une meme famille de prot6ines choisies parmi le perlecan, le 
precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de 
10 1'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple 
SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, 
SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 
d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % 
d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29; les 

15 proteines inhibitrices de la fonction et/ou du metabolisme et/ou de la fixation des 
proteines SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les sequences peptidiques ou les fragments 
desdites sequences appartenant a une meme famille de prot6ines choisies parmi le 
perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur 
■ de 1'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par 

20 exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 
1 8 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 
d'identite de preference au moins 80 % d'identit6 et avantageusement au moins 98 % 
d'identite avec 1'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, 

(iv) soit au moins pour un ligand ou toute partie d'un ligand capable de se 

25 fixer a au moins une proteine ou un fragment de proteine choisi parmi les proteines 
identifiees (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9,17, 24) et les sequences peptidiques ou les fragments 
desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le 
perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur 
de 1'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par 

30 exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 
18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 
d'identite He preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % 
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d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, et/ou 
d'inhiber sa fonction. 

Plus particulierement, par fragment d' anticorps, on entend les fragments 
F(ab)2, Fab\ Fab, sFv (Blazar et al., 1997, Journal of Immunology 159 : 5821-5833 ; 
5 Bird et al., 1988 Science 242 : 423-426) d'un anticorps natif et par derive on entend, 
par exemple, un derive chimeric] ue d'un tel anticorps (voir par exemple les chimeres 
des anticorps antiCD3 Souris/Homme dans Arakawa et al, 1996 J Biochem 120 : 657- 
662 ou les immunotoxines telles que sFv-toxine de Chaudary et al 1989, Nature 339 : 
394-397). Par anticorps transmembranaire on entend un anticorps dont au moins la 

10 region fonctionnelle capable de reconnaitre et de se fixer a son antigene specifique est 
exprimee a la surface des cellules cibles pour permettre lesdites reconnaissance et 
fixation. Plus particulierement, les anticorps selon la presente invention consistent en 
des polypeptides de fusion comprenant les amino acides definissant ladite region 
fonctionnelle et une sequence d 'amino acides (polypeptide transmembranaire) 

15 permettant l'ancrage au sein de la double couche lipidique membranaire de la cellule 
cible ou a la surface externe de cette bi-couche. Les sequences nucleiques codant pour 
de nombreux polypeptides transmembranaires sont decrites dans la litterature. Selon un 
cas tout a fait avantageux, la sequence d'acide nucleique codant pour la chaine lourde 
de l'anticorps est fusionnee avec la sequence d'acide nucleique codant pour undit 

20 polypeptide transmembranaire. 

Par elements assurant 1' expression dudit gene in vivo on fait notamment 
reference aux elements necessaires pour assurer l'expression dudit gene apres son 
transfert dans une cellule cible. 11 s'agit notamment des sequences promotrices et/ou 
des sequences de regulation efficaces dans ladite cellule, et eventuellement les 

25 sequences requises pour permettre l'expression a la surface des cellules cibles dudit 
polypeptide. Le promoteur utilise peut etre un promoteur viral, ubiquitaire ou 
specifique de tissu ou encore un promoteur synthetique. A titre d'exemple, on 
mentionnera les promoteurs tels que les promoteurs des virus RSV (Rous Sarcoma 
Virus), MPSV, SV40 (Simian Virus), CMV (Cytomegalovirus) ou du virus de la 

30 vaccine, les promoteurs du gene codant pour la creatine kinase musculaire, pour 
Tacrine. II est en outre possible de choisir une sequence promotrice specifique d'un 
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type cellulaire donne, ou activable dans des conditions definies. La litterature procure 
un grand nombre d' informations relatives a de telles sequences promotrices. 

Par ailleurs, ledit acide nucleique peut comprendre au moins deux 
sequences, identiques ou differentes, presentant une activite de promoteur 
5 transcriptional et/ou au moins deux genes, identiques ou differents, situes Tun par 
rapport a F autre de maniere contigue, eloignee, dans le meme sens ou dans le sens 
inverse, pour autant que la fonction de promoteur transcriptionnel ou la transcription 
desdits genes ne soit pas affectee. 

De meme dans ce type de construction d'acide nucleique, il est possible 
10 d'introduire des sequences nucleiques «neutres» ou introns qui ne nuisent pas a la 
transcription et sont epissees avant l'etape de traduction. De telles sequences et leurs 
utilisations sont decrites dans la litterature (reference : demande de brevet PCT WO 
94/29471). 

Ledit acide nucleique peut egalement comprendre des sequences requises 
15 pour le transport intracellular, pour la replication et/ou pour F integration, pour la 
transcription et/ou la traduction. De telles sequences sont bien connues de l'homme de 
Tart. 

Par ailleurs, les acides nucleiques utilisables selon la presente invention 
peuvent egalement etre des acides nucleiques modifies de sorte qu'il ne leur est pas 

20 possible de s'integrer dans le genome de la cellule cible ou des acides nucleiques 
stabilises a Faide d'agents, tels que par exemple la spermine, qui en tant que tels n'ont 
pas d'effet sur l'efficacite de la transfection. 

Selon un mode de realisation de Finvention, la sequence d'acide nucleique 
est une sequence d'ADN ou ARN nue, c'est a dire libre de tout compose facilitant son 

25 introduction dans les cellules (transfert de sequence d'acide nucleique). Toutefois, 
selon un second mode de realisation de Finvention, afin de favoriser son introduction 
dans les cellules cibles et afin d'obtenir les cellules genetiquement modifiees de 
Finvention, cette sequence d'acide nucleique peut etre sous la forme d'un « vecteur », 
et plus particulierement sous la forme d'un vecteur viral, tel que par exemple un 

30 vecteur adenoviral, retroviral, un vecteur derive d'un poxvirus, notamment derive du 
virus de la vaccine ou du Modified Virus Ankara (MVA) ou d'un vecteur non viral tel 
que, par ^exemple, un vecteur consistant en au moins une dite sequence d'acide 
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nucleique complexee ou conjuguee a au moins une molecule ou substance porteuse 
selectionnee parmi le groupe consistant en un amphiphile cationique, notamment un 
lipide cationique, un polymere cationique ou neutre, un compose polaire pratique 
notamment choisi parmi le propylene glycol, le polyethylene glycol, le glycerol, 
5 Fethanol, la 1 -methyl L-2-pyrrolidone ou leurs derives, et un compose polaire 
aprotique notamment choisi parmi le dimethylsulfoxide (DMSO), le diethylsulfoxide, 
le di-n-propylsulfoxide, le dimethylsulfone, le sulfolane, la dimethylformamide, le 
dimethylacetamide, la tetramethyluree, Tacetonitrile ou leurs derives. La litterature 
procure un nombre important d'exemples de tels vecteurs viraux et non viraux. 

10 De tels vecteurs peuvent en outre et de preference comprendre des 

elements de ciblage pouvant permettre de dinger le transfert de sequence d'acide 
nucleique vers certains types cellulaires ou certains tissus particuliers tels que les 
cellules cytotoxiques et les cellules presentatrices de l'antigene). lis peuvent egalement 
permettre de dinger le transfert d'une substance active vers certains compartiments 

15 intracellulaires preferes tel que le noyau, les mitochondries ou les peroxysomes, par 
exemple. II peut en outre s'agir d'elements facilitant la penetration a Finterieur de la 
cellule ou la lyse de compartiments intracellulaires. De tels elements de ciblage sont 
largement decrits dans la litterature. II peut par exemple s'agir de tout ou partie de 
lectines, de peptides, notamment le peptide JTS-1 (voir demande de brevet PCT WO 

20 94/40958), d'oligonucleotides, de lipides, d'hormones, de vitamines, d'antigenes, 
d'anticorps, de ligands specifiques de recepteurs membranaires, de ligands susceptibles 
de reagir avec un anti-ligand, de peptides fusogenes, de peptides de localisation 
nucleaire, ou d'une composition de tels composes. 

Utilisation de cellules transformees in vivo apres injection de vecteurs 

25 contenant au moins un gene d'interet therapeutique d6flni a partir des proteines 
d'interet identifiees dans la presente invention (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24) et les 
sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme 
famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique 
de liaison au retinol, du precurseur de Tactivateur du ganglioside GM2, de la 

30 calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences 
peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % 
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d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des 
sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. 

La presente invention conceme un materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharrnaceutiques destinee a la prevention et au traitement de 
5 mammiferes atteint de maladies degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune, 
de preference la sclerose en plaques, la composition comprenant au moins un vecteur 
contenant un gene therapeutique comme decrit ci-dessous, capable d'etre introduit dans 
une cellule cible in vivo et d'exprimer le gene d'interet therapeutique in vivo. 
L'avantage de cette invention repose sur la possibility de maintenir sur le long terme un 
10 niveau basal de molecules exprimees dans le patient traite. Des vecteurs ou acides 
nucleiques codant pour des genes d'interet therapeutique sont injectes. Ces vecteurs et 
acides nucleiques doivent etre transports jusqu'aux cellules cibles et transfecter ces 
cellules dans lesquelles ils doivent etre exprimes in vivo. 

L' invention concerne 1' expression in vivo de sequences nucleotidiques 
15 et/ou de vecteurs tels que designes dans le paragraphe precedent, c'est-a-dire des 
sequences correspondant a des genes d'interet therapeutique codant notamment : 

(i) soit au moins pour une proteine choisie parmi les proteines 
identifiees dans la presente invention (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24) et les sequences 
peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de 
20 proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de 
liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la 
calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les 
sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au 
25 moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune 
quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, ou leur(s) fragment(s), 

(i)soit au moins pour tout ou partie d'un anticorps polyclonal ou 
monoclonal capable de se fixer a au moins une proteine choisie parmi les proteines 
identifiees dans la presente invention (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24) et les sequences 
30 peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de 
proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de 
liaison^ au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la 
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calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les 
sequences peptidiques qui presentent au mo ins 70 % d'identite de preference au 
moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune 
5 quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. II peut s'agir d'anticorps 
transmembranaire natif, ou de fragment ou derive d'un tel anticorps, pour autant que 
ledit anticorps, fragment ou derive d'anticorps soit exprime a la surface de la cellule 
cible de mammifere genetiquement modifiee et en ce que ledit anticorps est capable 
de se fixer a un polypeptide present a la surface d'une cellule effectrice cytotoxique 

10 ou d'un lymphocyte T helper et implique dans le procede d'activation d'une telle 
cellule. II peut s'agir de fragments d'anticorps exprimes par des cellules capables de 
secreter lesdits anticorps dans la circulation sanguine d'un mammifere ou patient 
porteur des cellules genetiquement modifiees par le gene codant pour 1' anticorps, 

(ii) soit au moins pour une molecule inhibitrice d'au moins une 

15 proteine choisie parmi les proteines identifies (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24) et les 
sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme 
famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine 
plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de Factivateur du ganglioside GM2, 
de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, 

20 SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et 
les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au 
moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec l'une 
quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29; proteine inhibitrice de la 
fonction et/ou du metabolisme et/ou de la fixation des proteines SEQ ID N° 2, 4, 

25 8,9, 17, 24 et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences 
appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le 
precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de 
l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par 
exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID 

30 N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au 
moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement 
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au moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID 
N° 1 a 29, 

(iii) soit au moins pour un ligand ou toute partie du ligand capable de 
se fixer sur au moins une proteine choisie parmi les proteines identifies (SEQ ID 
5 N° 2, 4, 8, 9, 17, 24) et les sequences peptidiques ou les fragments desdites 
sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, 
le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de 
Factivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par 
exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID 
10 N° 18 a 23, SEQ ED N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au 
moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement 
au moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID 
N° 1 a 29, et/ou d'inhiber sa fonction. 

Selon un mode de realisation particulier, il s'agit d'utiliser la therapie 
15 genique de maniere a diriger la reponse immune contre la proteine, le peptide ou la 
molecule d'interet cible, c'est-a-dire contre toute proteine choisie parmi les proteines 
SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les sequences peptidiques ou les fragments desdites 
sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le 
precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de 
20 l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple 
SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, 
SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 
d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % 
d'identite avec l'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, leur(s) 
25 fragment(s) et/ou contre toute molecule inhibitrice de la fonction et/ou de 1'expression 
et/ou du metabolisme desdites proteines d'interet, et/ou des ligands desdites proteines 
comme par exemple les recepteurs. Pour cela il est evident que les cellules a cibler pour 
la transformation avec un vecteur sont des cellules appartenant au systeme immun, soit 
des cellules de type lymphocytes (CD4/CD8), soit des cellules presentatrices de 
30 1'antigene (cellules dendritiques, macrophages, ...). 

Selon un mode de realisation particulier, on modifie genetiquement, 
notamment in vivo, les cellules presentatrices de 1'antigene (CPA). Les CPA comme les 
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macrophages, les cellules dendrhiques, les microgliocytes, les astrocytes jouent un role 
dans Tinitiation de la reponse immune. Elles sont les premiers composants cellulaires 
qui capturent Fantigene, Fapprete dans la cellule et expriment des molecules du CMHI 
et CMHII transmembranaires impliquees dans la presentation de Fimmunogene aux 
5 cellules T CD4+ et CD8+, elles produisent des proteines accessoires specifiques qui 
panicipent a 1'activation des cellules T (Debrick et al 1991, J. Immunol 147 : 2846 ; 
Reis et al, 1993, J Ep Med 178 : 509 ; Kovacsovics-bankowski et al., 1993, PNAS 90 : 
4942; Kovacsovics-bankowski et aL 1995 Science 267 : 243 ; Svensson et al M 1997, J 
Immunol 158: 4229; Norbury et al ;, 1997, Eur J Immunol 27: 280). Pour une 

10 vaccination, il peut etre avantageux de disposer d'un systeme de therapie genique qui 
peut cibler le transfert de gene dans de telles cellules APC, c'est-a-dire un gene qui 
code pour un polypeptide qui peut, apres sa production intracellulaire et son 
« processing », etre presente aux cellules CD8+ et/ou CD4+ par les molecules des 
complexes CMHI et CMHII respect ivement a la surface de ces cellules. 

15 On choisit d'exprimer a la surface des cellules CPA in vivo tout ou partie 

d'un anticorps et/ou d'un ligand comme par exemple un recepteur, capable de reagir 
avec la proteine ou le peptide cible choisis panni les proteines SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 
24 et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une 
meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine 

20 plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de Factivateur du ganglioside GM2, de 
la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences 
peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % 
d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec l'une quelconque des 

25 sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. De telles cellules vont alors specifiquement 
phagocyter ladite proteine ou ledit peptide, le «processer» de fa<?on a ce que des 
fragments de ce peptide soient presentes a la surface des cellules presentatrices de 
Fantigene. 

La litterature propose un grand nombre d'exemples de genes codant pour 
30 des anticorps capables de reagir avec des polypeptides ou recepteurs. II est a la protee 
de Fhomme de Fart d'obtenir les sequences d'acides nucleiques codant pour de tels 
anticorps. Citons par exemple les genes codant pour les chaines legere et lourde de 
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Tanticorps YTH 12.5 (anti-CD3) (Routledge et al. 1991, Eur J Immunol 21 : 2717- 
2725), de Tanti-CD3 selon Arakawa et al ; 1996, J. Biochem. 120 : 657-662. Les 
sequences d'acide nucleique de tels anticorps sont aisement identifiables a partir des 
bases de donnees communemem utilisees par l'homme du metier. II est egalement 
5 possible a partir d'hybridomes disponibles aupres de l'ATCC de doner les sequences 
d'acides nucleiques codant pour les chaines lourdes et/ou legeres de ces differents 
anticorps par les methodes d'amplification telles que la RT-PCR a l'aide 
d' oligonucleotides specifiques ou les techniques mettant en ceuvre des banques 
d'ADNc (Maniatis et al ., 1982, Molecular cloning. A laboratory manual CSH 

10 Laboratory, Cold Spring Harbor, New York). Les sequences ainsi clonees sont alors 
disponibles pour leur clonage dans des vecteurs. Selon un cas prefere de r invention, la 
sequence d'acide nucleique codant pour la chaine lourde de Tanticorps est fusionnee 
par recombinaison homologue avec la sequence d'acide nucleique codant pour un 
polypeptide transmembranaire tel que la glycoprotein rabique ou la gp!60 (Polydefkis 

15 et al., 1990, J Exp Med 171 : 875-887). Ces techniques de biologie moleculaire ont ete 
parfaitement bien decrites. 

On choisit d'exprimer a la surface des cellules CPA in vivo des fragments 
immunogenes correspondant a au nioins une proteines choisie parmi les proteines SEQ 
ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les sequences peptidiques ou les fragments desdites 

20 sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le 
precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de 
l'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple 
SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, 
SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 

25 d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % 
d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. Pour 
cela, on peut choisir de faire exprimer par le vecteur soit le polypeptide complet soit de 
maniere prefere des polypeptides selectionnes pour reagir avec des ligands et/ou 
recepteurs specifiques. Le peptide immunogene code par le polynucleotide introduit 

30 dans la cellule du vertebre in vivo peut etre produit et/ou secrete, apprete puis presente 
a une cellule presentatrice de Tantigene (APC) dans le contexte des molecules du 
CMH. Les APC ainsi transferees in vivo induisent une reponse immune dirigee contre 
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l'immunogene exprime in vivo, Les APC possedent differents mecanismes pour 
capturer les antigenes : (a) la capture des antigenes par des recepteurs membranaires 
comme les recepteurs aux immunoglobulines (Fc) ou pour le complement disponibles a 
la surface des granulocytes, des monocytes ou macrophages permettant une delivrance 
5 efficace de Pantigene dans les compartiments intracellulaires apres phagocytose 
mediee par les recepteurs. (b) F entree dans les APC par pinocytose en phase fluide, 
impliquant differents mecanismes : la micropinocytose c'est-a-dire la capture de petites 
vesicules (0.1 jam) par les puits recouverts de clathrine et la macropinocytose c'est-a- 
dire la capture de plus grosses vesicules (avec une taille variant ente 0.5 \xm et environ 

10 6 ^im) (Sallusto et al. 1995, J Exp Med 182 : 389-400). Tandis que la micropinocytose 
existe de fapon constitutive dans toutes les cellules, la macropinocytose est limitee a 
des types cellulaires, comme par exemple les macrophages, les cellules dendritiques, 
les astrocytes, les cellules epitheliales stimulees par des facteurs de croissance 
(Racoosin et al., J Cell Sci 1992, 102 : 867-880). Dans cette invention, on entend par 

15 cellules capables de macropinocytose, les cellules qui peuvent realiser les evenements 
decrits ci-dessus et les cellules qui peuvent capturer des macromolecules de preference 
entre 0.5 ^im et environ 6 |im dans le cytoplasme. 

Selon un mode de realisation particulier, on modifie genetiquement 
notamment in vivo, les cellules effectrices cytotoxiques ou les lymphocytes T helper de 

20 fa^on a ce qu'elles expriment a leur surface un polypeptide correspondant aux 
proteines SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les sequences peptidiques ou les fragments 
desdites sequences appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le 
perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur 
de Tactivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par 

25 exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 
1 8 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % 
d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % 
d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, a des 
ligands desdites proteines, naturellement non exprimes par ces cellules, et capables 

30 dMnduire le procede deactivation de telles cellules, par Tintroduction dans ces cellules 
de sequences d'acide nucleique renfermant le gene codant pour un tel polypeptide. 
Conformement a la presente invention, il est egalement possible de selectionner une 
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sequence d'acide nucleique contenant un gene d'interet therapeutique codant pour tout 
ou partie d'un anticorps dirige contre une proteine choisie parmi les proteines SEQ ID 
N° 2, 4, 8, 9, 17, 24 et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences 
appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur 
5 de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du 
ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, 
SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 
25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de 
preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec 

10 Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, susceptible d'etre 
exprime a la surface des cellules cibles du patient a traiter, ledit anticorps etant capable 
de se fixer a un polypeptide naturellement non exprime par ces cellules effectrices 
cytotoxiques ou lymphocytes T helper. 

Par cellules effectrices cytotoxiques, on entend designer les macrophages, 

15 les astrocytes, les lymphocytes T cytotoxiques (TCL) et les cellules tueuses (NK) ainsi 
que leurs derives telles que par exemple les LAK (Versteeg 1992 Immunology today 
13 : 244-247 ;Brittende et al 1996, Cancer 77 : 1226-1243). Par 'lymphocytes T helper' 
on entend designer notamment les CD4 qui permettent apres activation la secretion de 
facteurs d'activation des cellules effectrices de la reponse immune. Les polypeptides et 

20 notamment les recepteurs exprimes a la surface de ces cellules et qui sont impliques 
dans l'activation de telles cellules consistent notamment en tout ou partie du complexe 
TCR ou le CD3, tout ou partie des complexes CD8, CD4, CD28, LFA-1, 4-1 BB 
(Melero et al., 1998, Eur J Immunol 28 : 1 1 16-1 121), CD47, CD2, CD1, CD9, CD45, 
CD30, CD40, tout ou partie des recepteurs de cytokines (Finke et al., 1998, Gene 

25 therapy 5 : 31-39), telles que IL-7, IL-4, IL-2, IL-15 ou GM-CSF, tout ou partie du 
complexe recepteur des cellules NK tel que par exemple NKAR, Nkp46, .. ; (Kawano 
et al., 1998 Immunology 95 :5690-5693 ; Pessino et al., 1998 J Exp Med 188 :953-960), 
Nkp44, tout ou partie des recepteurs de macrophages tels que par exemple le recepteur 
Fc (Deo et al.. 1997, Immunology Today 18 : 127-135). 

30 De nombreux outils ont ete developpes pour introduire differents genes 

heteroiogues et/ou vecteurs dans des cellules, en particulier des cellules de 
mammiferes. Ces techniques peuvent etre divisees en deux categories : la premiere 
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categorie implique des technique physiques comme la micro-injection, 
Pelectroporation ou le bombardement de particules. La seconde categorie est basee sur 
Putilisation de techniques en biologie moleculaire et cellulaire avec lesquelles le gene 
est transfere avec un vecteur biologique ou synthetique qui facilite 1'introduction du 

5 materiel dans la cellule in vivo. Aujourd'hui, les vecteurs les plus efficaces sont les 
vecteurs viraux en particulier les adenoviraux et retroviraux. Ces virus possedent des 
proprietes naturelles pour traverser les membranes plasmiques, eviter la degradation de 
leur materiel genetique et introduire leur genome dans le noyau de la cellule. Ces virus 
ont ete largement etudies et certains sont deja utilises experimentalement dans des 

10 applications humaines en vaccination, en immunotherapies ou pour compenser des 
deficiences genetiques. Cependant cette approche virale a des limitations notamment 
due a la capacite de clonage restreinte dans ces genomes viraux, le risque de disseminer 
les particules virales produites dans Porganisme et Penvironnement, le risque de 
mutagenese artefactuelle par insertion dans la cellule hole dans le cas des retrovirus, et 

15 la possibility d'induire une forte reponse immune inflammatoire in vivo pendant le 
traitement, ce qui limite le nombre d'injections possibles (Mc Coy et al. 1 1995, Human 
Gene Therapy 6: 1553-1560; Yang et al., 1996 Immunity 1 : 433-422). D'autres 
sy st ernes alternatifs a ces vecteurs viraux existent. L' utilisation de methodes non 
virales comme par exemple la co-precipitation avec le phosphate de calcium, 

20 Putilisation de recepteurs qui miment les systemes viraux (pour un resume voir Gotten 
et Wagner 1993, Current Opinion in Biotechnology, 4 : 705-710), ou Putilisation de 
polymeres comme les polyamidoamines (Haensler et Szoka 1993, Bioconjugate Chem 
4 : 372-379). D'autres techniques non virales sont basees sur Tutilisation de liposomes 
dont Tefficacite pour P introduction de macromolecules biologiques comme PADN, 

25 PARN des proteines ou des substances pharmaceutiques actives a ete largement decrite 
dans la litterature scientifique. Dans ce domaine des equipes ont propose Putilisation 
de lipides cationiques ayant une forte affinite pour les membranes cellulaires et/ou les 
acides nucleiques. En faiu il a ete montre qu'une molecule d'acide nucleique elle- 
meme pouvait traverser la membrane plasmique de certaines cellules in vivo (WO 

30 90/11092), Pefficacite etant dependante en particulier de la nature polyanionique de 
Pacide nucleique. Des 1989 (Feigner et al., Nature 337: 387-388) les lipides 
cationiques ont ete proposes pour faciliter Pintroduction de larges molecules 
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anioniques, ce qui neutralise les charges negatives de ces molecules et favorise leur 
introduction dans les cellules. Differentes equipes ont developpes de tels lipides 
cationiques : le DOTMA ( Feigner et al, 1987, PNAS 84 : 7413-7417), le DOGS ou 
Transfectam™ (Behr et al. f 1989, PNAS 86: 6982-6986), le DMRIE et le DORIE 
5 (Feigner et al„ 1993 methods 5 : 67-75), le DC-CHOL (Gao et Huang 1991, BBRC 
179 : 280-285), le DOTAP™ (McLachlan et aL, 1995, Gene therapy 2 : 674-622) ou la 
Lipofectamine™, et les autres molecules decrites dans les brevets W091 16024, 
W095 14651, WO9405624. D'autres groupes ont developpes des polymeres 
cationiques qui facilitent le transfert de macromolecules en particulier des 

10 macromolecules anioniques dans les cellules. Le brevet W095/24221 decrit 
Futilisation de polymeres dendritiques, le document WO96/02655 decrit l'utilisation 
du polyethyleneimine ou polypropyleneimine et les document US-A-5595897 et FR 
2719316, l'utilisation des conjugues polylysine. 

Etant donne que Ton souhaite obtenir in vivo une transformation ciblee 

15 vers un type cellulaire donne, il est evident que le vecteur utilise doit pouvoir etre lui- 
meme « cible », comme decrit ci dessus. 

Utilisation de cellules transformees in vitro ou ex vivo avec des vecteurs 
contenant un gene d'interet therapeutique defini par rapport aux proteines d'interet 
identifies dans la presente invention (SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 1 7, 24) et les sequences 

20 peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de 
proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de liaison 
au retinol, du precurseur de Pactivateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de 
la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 
10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui 

25 presentent au moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et 
avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences 
peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. 

La presente invention concerne un materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinee a la prevention et au traitement de maladies 

30 degenerative et/ou neurologique et/ou auto-immune, de preference la sclerose en 
plaques, la composition comprenant au moins une cellule, notamment une cellule ne 
produisant pas naturellement des anticorps, sous une forme permettant leur 
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administration dans l'organisme d'un mammifere, humain ou animal, ainsi 
qu'eventuellement leur culture prealable, ladite cellule etant genetiquement modifiee in 
vitro par au moins une sequence d'acide nucleique contenant au moins un gene codant 
in vivo pour : 

5 (i) au moins une proteine choisie parmi les proteines SEQ ID N° 2, 4, 

8, 9, 17, 24, et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences 
appartenant a une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le 
precurseur de la proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de 
I'activateur du ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par 

10 exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID 
N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au 
moins 70 % d'identite de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement 
au moins 98 % d'identite avec Tune quelconque des sequences peptidiques SEQ ID 
N° 1 a 29 et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de 

15 preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite 
avec l'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, et tout 
fragment 

(ii) au moins un peptide defini a partir de la sequence primaire d'au 
moins une proteine choisie parmi les proteines SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 1 7, 24, et les 

20 sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme 
famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine 
plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de 1'activateur du ganglioside GM2, 
de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, 
SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et 

25 les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au 
moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune 
quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, 

(iii) au moins toute molecule inhibitrice de la fonction et/ou de la 
fixation et/ou de V expression de ces proteines, 

30 (iv) au moins un peptide issu de la sequence primaire d'une proteine 

choisie parmi les proteines SEQ ID N° 2. 4, 8, 9, 17, 24, et les sequences 
peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a une meme famille de 



WO 01/05422 , - PCT/FR00/02057 



proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la proteine plasmatique de 
liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2, de la 
calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID 
N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ ID N° 25 a 29) et les 
5 sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite de preference au 
moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % d'identite avec Tune 
quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29, et capable de se fixer sur 
au moins une glycoproteine du CMHI, 

(v) au moins tout anticorps et toute partie d'anticorps capables de se 
10 fixer a au moins une proteine choisie parmi les proteines SEQ ID N° 2, 4, 8, 9, 17, 
24, et les sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences appartenant a 
une meme famille de proteines choisies parmi le perlecan, le precurseur de la 
proteine plasmatique de liaison au retinol, du precurseur de l'activateur du 
ganglioside GM2, de la calgranuline B et de la saposine B (par exemple SEQ ID 
15 N°l, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 5 a 7, SEQ ID N° 10 a 16, SEQ ID N° 18 a 23, SEQ 
ID N° 25 a 29) et les sequences peptidiques qui presentent au moins 70 % d'identite 
de preference au moins 80 % d'identite et avantageusement au moins 98 % 
d'identite avec l'une quelconque des sequences peptidiques SEQ ID N° 1 a 29. 

Plus particulierement, ladite cellule cible provient soit du mammifere a 
20 traiter, soit d'un autre mammifere que celui a traiter. Dans ce dernier cas, il convient de 
noter que ladite cellule cible aura subi un traitement la rendant compatible avec le 
mammifere a traiter. Par « mammifere » on entend, de preference, un mammifere 
humain. Ces cellules sont etablies en lignees cellulaires et sont preferentiellement 
CMHII+ ou CMHIH-inductibles comme les lymphocytes, les monocytes, les 
25 astrocytes, les oligodendrocytes. 

L'invention concerne egalement les cellules modifiees et un precede de 
preparation d'une cellule telle que decrite ci dessus caracterise en ce que Ton introduit 
dans une cellule de mammifere ne produisant pas naturellement d'anticorps, par tout 
moyen approprie, au moins une sequence d'acide nucleique contenant au moins un 
30 gene d'interet therapeutique et des elements assurant l'expression dudit gene dans 
ladite cellule, ledit gene d'interet therapeutique contenant une sequence d'acide 
nucleique codant pour une molecule ou un fragment de molecule in vivo, comme decrit 
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juste ci-dessus. Plus particulierement, elle concerne des cellules procaryotes , des 
cellules de levure et des cellules animales, en particulier des cellules de mammiferes 
transformees par au moins une sequence nucleotidique et/ou un vecteur tel que decrit 
precedemment. 

5 Selon un mode de realisation particulier, les cellules (cellules 

dendritiques, macrophages, astrocytes, lymphocytes T CD4+, lymphocytes T CD8+, 

) du patient ou allogeniques sont placees en contact d'une preparation purifiee du 

polypeptide cible, celui-ci etant internalise, apprete et presente a la surface cellulaire 
associe aux molecules du CMHI et/ou CMHII et ainsi induire une reponse immune 

10 speciflque contre le peptide. Les cellules «activees» sont ensuite administrees au 
patient chez lequel elles vont induire une reponse immune speciflque des antigenes (on 
utilise une voie naturelle de la reponse immune, mais on controle ce que la cellule 
presentatrice de Tantigene va presenter) 

Selon un mode de realisation particulier, les ceiiuies presentatrices 

15 d'antigene (cellule dendritique, macrophage, astrocytes,..) sont modifiees in vitro pour 
exprimer les antigenes dans la cellule transformee qui vont s'associer aux molecules du 
CMHI et/ou CMHII et etre presentees a la surface des cellules pour induire chez le 
patient chez lequel on administre la cellule modifiee une reaction immune parfaitement 
ciblee. 

20 Toutes les approches vaccinales ne sont pas toujours satisfaisantes et 

conduisent par exemple a des reactions immunes limitees dirigees uniquement a 
Tencontre d'epitopes immunodominants ou contre des antigenes presentant une grande 
variabilite. De meme la presentation incorrecte des antigenes par les glycoproteines du 
systeme CMH a la surface des cellules, ne permet pas de developper chez le patient 

25 traite une immunite anti-proteine d'interet convenable. Afin de pallier ces problemes, 
certains auteurs ont propose dans le cadre de tels procedes vaccinaux, de selectionner 
les fragments minimaux antigeniques correspondant aux portions de peptide 
susceptibles d'etre reconnus specifiquement par les lymphocytes T cytotoxiques, de les 
exprimer dans les cellules afin quMls s'associent aux molecules du CMHI et soient 

30 presentes a la surface des cellules pour induire chez le patient traite une reaction 
immunitaire parfaitement ciblee (Toes et al. 1997, PNAS 94: 14660-14665). Plus 
particulierement, il a ete montre que des epitopes de tres petites tailles (variant de 7 a 
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environ 13 acides amines) qui sont exprimes a partir de minigenes introduits dans un 
virus de la vaccine, pouvaient induire une immunisation de type cellulaire. II a par 
ailleurs ete montre que plusieurs minigenes pouvaient etre exprimes conjointement a 
partir d'un meme vecteur (cette construction particuliere est appelee « string of 
5 beads »). Une telle construction presente l'avantage d' induire une reaction immune de 
type CTL synergique (Whitton et al ;, 1993 J. of Virology 67 : 348-352). 

Protocole de mise en contact des cellules et du fragment antigenique : 
La presentation des fragments antigeniques par les molecules CMHI 
repose sur un procede intracellular identifie (voir Groettrup et al., 1996 Immunology 

10 Today 1 7 : 429-435 pour une revue) au cours duquel des peptides antigeniques de tres 
courtes tailles (environ 7-13 acides amines) sont produits par degradation d'un 
polypeptide plus complexe contre lequel la reaction immune finale sera dirigee. Ces 
courts peptides sont ensuite associes aux molecules du CMHI ou du CMHII pour 
former un complexe proteique qui est transports a la surface cellulaire afin de presenter 

15 lesdits peptides aux lymphocytes T cytotoxiques circulants ou aux lymphocytes T 
helper circulants, respectivement. II convient en outre de noter que la specificite des 
molecules CMH I ou CMH II vis-a-vis des peptides antigeniques varie en fonction des 
molecules CMH I ou CMH II (exemple pour le CMHI : HLA-A, HLA-B, ...) et de 
Pallele (exemple pour le CMH I : HLA-A2, HLA-A3, HLA-A11) consideres. Au sein 

20 d'une meme espece animale, d'un individu a P autre, il existe une grande variability des 
genes codant pour les molecules du systeme CMH (a ce sujet, voir notamment George 
et al., 1995, Immunology Today 16 : 209-212). 

Selon un mode de realisation particulier, les cellules, telles que les cellules 
dendritiques, les macrophages, les astrocytes, les lymphocytes T CD4+, les 

25 lymphocytes T CD8+, sont modifiees de maniere a exprimer a leur surface des 
anticorps specifiques du peptide cible. Le peptide est neutralise par les anticorps 
exprimes a la surface des cellules. Ces cellules sont de preference immunes, de 
preference du patient, de preference cytotoxiques, modifiees pour exprimer tout ou 
partie d'un anticorps specifique du polypeptide cible. 

30 Isolement de cellules mononucleees a partir de sang peripherique : 

En 1968, Boyum decrivit une technique rapide qui permet par 
centrifugation du sang sur gradient de densite, de separer les cellules mononucleees 
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(lymphocytes et monocytes) avec un bon rendement (rendement theorique 50 %, c'est- 
a-dire 10 6 cellules /ml de sang). 50 ml de sang peripherique preleves sterilement dans 
des tubes heparines sont centrifuges 20 minutes a 150g a 20°C. Les cellules recuperees 
sont diluees dans deux volumes de sang peripherique initial de PBS sterile. 10 ml de 

5 cette suspension sont deposes sur 3ml d'une solution de Ficoll-Hypaque (milieu de 
separation des lymphocytes, Flow). Apres centrifugation pendant 20 minutes a 400g et 
20°C sans freinage de deceleration , les cellules mononucleees sedimentent a 
1'interface PBS-Ficoll, en une couche dense, opalescente, alors que la quasi-totalite des 
globules rouges et des polynucleaires sedimentent au fond du tube. Les cellules 

10 mononucleees sont recuperees et lavees en PBS sterile. 

Internalisation des antigenes par les cellules presentatrices de Pantigene : 
Traitement prealable des cellules presentatrices de Pantigene : les cellules 
presentatrices de Pantigene sont prealablement lavees avec un tampon PBS-BSA a 
0.5% (p/v) puis enumerees puis die sont preincubees en presence de differents 

15 inhibiteurs de reduction trois fois en PBS-BSA 0.5% contenant de 10 a 10 mM 
final de DTNB (acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique) ou de NEM (N- 
ethylmaleimide). Les etapes ulterieures de fixation d'antigenes a la surface cellulaire 
ou d 'internalisation d'antigenes se realisent aussi en presence des differentes 
concentrations d' inhibiteurs. 

20 Protocole d'internalisation des antigenes par les cellules presentatrices de 

Pantigene : 

8.10* cellules sont internalisees en presence de quantite saturante de 
proteines radiomarquees a Piode 125 (1 \ig) dans des micropuits dans 70 \xl Apres une 
heure d'incubation a 4°C sous agitation, les antigenes sont fixes a la surface des 

25 cellules. La suspension cellulaire est lavee deux fois en PBS-BSA et les culots 
cellulaires sont repris dans 70 ^1 de tampon et incubees a 37°C pendant differentes 
periodes allant jusqu'a 2 heures. Cellules et surnageants sont separes par centrifugation 
a 800g pendant 5 minutes 4°C. Pour des plus longues periodes d'incubation, Petape 
preliminaire de prefixation des antigenes a la surface des cellules est supprimee. Les 

30 cellules sont diluees dans un milieu RPMI-10% SVF en presence de 20 mM Hepes, a 
10 6 cellules /ml. Les cellules sont incubees en presence d'un exces d'antigene pendant 
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differentes periodes a 37°C (1 ug de molecules /5.10 7 cellules 
monocytes/macrophages ou /10 s cellules B-EBV). 

Tous les agents therapeutiques definis dans le cadre de la presente 
invention sont utilises pour prevenir et/ou traiter une maladie degenerative et/ou 
5 neurologique et/ou auto -immune, telle que la sclerose en plaques, seuls ou en 
combinaison. lis peuvent etre utilises egalement pour evaluer leur efficacite in vitro ou 
in vivo. 

Administration chez Fhomme des agents therapeutiques: 

Le materiel biologique selon Finvention peut etre administre in vivo 

10 notamment sous forme injectable. On peut egalement envisager une injection par voie 
epidermique, intraveineuse, intra-arterielle, intramusculaire, intracerebral par seringue 
ou tout autre moyen equivalent. Selon un autre mode de realisation par administration 
orale ou tout autre moyen parfaitement connu de Fhomme de Tart et applicable a la 
presente invention. L' administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee, une ou 

15 plusieurs fois apres un certain delai d'intervalle. La voie d' administration et le dosage 
les mieux appropries varient en fonction de differents parametres tels que par exemple 
Findividu ou la maladie a traiter, du stade et/ou de Involution de la maladie, ou encore 
de Facide nucleique et/ou de la proteine et/ou peptide et/ou molecule et/ou cellule a 
transferer ou de Forgane/tissus cible. 

20 Pour la mise en ceuvre du traitement du mammifere mentionne dans la 

presente invention, il est possible de disposer de compositions pharmaceutiques 
comprenant un materiel biologique tel que precedemment decrit, avantageusement 
associe avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour V administration a 
Thomme ou a F animal. L'utilisation de tels supports est decrite dans la litterature (voir 

25 par exemple Remington's Pharmaceutical Sciences 16 Ih ed. 1980, Mack Publishing 
Co). Ce vehicule pharmaceutiquement acceptable est preferentiellement isotonique, 
hypotonique ou presente une faible hypertonicite et a une force ionique relativement 
basse, tel que par exemple une solution de sucrose. Par ailleurs, ladite composition peut 
contenir des solvants, des vehicules aqueux ou partiellement aqueux tels que de Feau 

30 sterile, libre d'agents pyrogene et des milieux de dispersion par exemple. Le pH de ces 
compositions pharmaceutiques est convenablement ajuste et tamponne selon les 
techniques conventionnelles. 
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Figures : 

La figure 1 represente la sequence en amino acides de la proteine 
GM2AP, et la localisation des peptides, qui est soulignee, et qui sont utilises pour la 
5 production des anticorps anti-peptides GM2AP. 

La figure 2 represente la sequence en amino acides de la proteine MRP14, 
et la localisation des peptides, qui est soulignee, et qui sont utilises pour la production 
des anticorps anti-peptides MRP14. 

La figure 3 represente la sequence en amino acides de la proteine Saposine 
10 B, et la localisation des peptides, qui est soulignee, et qui sont utilises pour la 
production des anticorps anti-peptides Saposine B. 

La figure 4 represente le dosage de la proteine MRP8 (ng/ml - en 
ordonnee) dans les urines de patients atteints de sclerose en plaques (SEP), dans les 
urines de patients atteints d'autres maladies neurologiques (AMN) et dans les urines de 
15 temoins consideres sains (TS). n signifie le nombre d'urines testees par categorie. 

La figure 5 represente le dosage de la proteine MRP 14 (ng/ml - en 
ordonnee) dans les urines de patients atteints de sclerose en plaques (SEP), dans les 
urines de patients atteints d'autres maladies neurologiques (AMN) et dans les urines de 
temoins consideres sains (TS). n signifie le nombre d'urines testees par categorie. 
20 La figure 6 represente le dosage de la proteine MRP8/14 (ng/ml - en 

ordonnee) dans les urines de patients atteints de sclerose en plaques (SEP), dans les 
urines de patients atteints d'autres maladies neurologiques (AMN) et dans les urines de 
temoins consideres sains (TS). n signifie le nombre d'urines testees par categorie. 

La figure 7 represente les concentrations moyennes des proteines MRP8, 
25 MRP 14, MRP8/14 (ng/ml - en ordonnee) dans les urines de patients atteints de sclerose 
en plaques (SEP), dans les urines de patients atteints d'autres maladies neurologiques 
(AMN) et dans les urines de temoins consideres sains (TS). n signifie le nombre 
d'urines testees par categorie. 

La figure 8 represente le dosage de la proteine GM2AP (ng/ml - en 
30 ordonnee) dans les urines de patients atteints de sclerose en plaques (SEP), dans les 
urines de patients atteints d'autres maladies neurologiques (AMN) et dans les urines de 
temoins consideres sains (TS). n signifie le nombre d'urines testees par categorie. MS 
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signifie SEP, OND signifie AMN et Healthy signifie prelevements de temoins 
supposes sains (TS). 

La figure 9 represente le dosage de la proteine Saposine B (ng/ml - en 
ordonnee) dans les urines de patients atteints de sclerose en plaques (SEP), dans les 
5 urines de patients atteints d'autres maladies neurologiques (AMN) et dans les urines de 
temoins consideres sains (TS). n signifie le nombre d'urines testees par categorie. MS 
signifie SEP, OND signifie AMN et Healthy signifie prelevements de temoins 
supposes sains (TS). 

La figure 10 represente la co-detection des proteines Saposine B (ng/ml - 
10 en ordonnee) et GM2AP (ng/mi - en abscisse) dans des echantillons d'urine de patients 
SEP, de temoins supposes sains et de patients atteints d'autres maladies neurologiques 
et la correlation observee entre les taux des deux proteines. 

La figure 1 1 represente : figure 1 1 A ? le dosage de la proteine GM2AP en 
ng/ml dans les urines d'un patient SEP en forme remittente progressive (courbe claire) 
15 et la gliotoxicite en pourcentage de cellules mortes estimees par le test MTT (courbe 
foncee) ; figure 1 IB le dosage de la proteine Saposine B en ng/ml dans les urines d'un 
patient SEP en forme remittente progressive (courbe claire) et la gliotoxicite en 
pourcentage de cellules mortes estimees par le test MTT (courbe foncee). 

La figure 12 represente le produit des concentrations des proteines 
20 GM2AP et saposine B en ngx|ig/ml : dans les urines d'un patient SEP en forme 
remittente progressive (courbe claire) et la gliotoxicite en pourcentage de cellules 
mortes estimees par le test MTT (courbe foncee). 

La figure 13 : figure 13 A, le dosage de la proteine GM2AP en ng/ml dans 
les urines d'un patient SEP en forme progressive (courbe claire) et la gliotoxicite en 
25 pourcentage de cellules mortes estimees par le test MTT (courbe foncee) ; figure 13B 
le dosage de la proteine Saposine B en ng/ml dans les urines d'un patient SEP en forme 
progressive (courbe claire) et la gliotoxicite en pourcentage de cellules mortes estimees 
par le test MTT (courbe foncee). 

La figure 14 represente le produit des concentrations des proteines 
30 GM2AP et saposine B en ngx^g/ml 2 dans les urines d'un patient SEP en forme 
progressive (courbe claire) et la gliotoxicite en pourcentage de cellules mortes estimees 
par le test MTT (courbe foncee). 
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La figure 15 represente la correlation entre les concentrations de GM2AP 
en ng/ml (abscisse) et de gliotoxicite en pourcentage de cellules mortes estimees par le 
test MTT (ordonnee) determinees dans des urines de patients SEP et de temoins. 

Lafi gure 16 represente la correlation entre les concentrations de Saposine 
B en \igjm\ (abscisse) et de gliotoxicite en pourcentage de cellules mortes estimees par 
le test MTT (ordonnee) determinees dans des urines de patients SEP et de temoins. 

La figure 1 7 represente la correlation entre le produit des concentrations 
de GM2AP et Saposine B en ngxjig/ml 2 (abscisse) et de gliotoxicite en pourcentage de 
cellules mortes estimees par le test MTT (ordonnee) determinees dans des urines de 
patients SEP et de temoins. 

La figure 18 represente la correlation entre les concentrations en GM2AP 
(ng/ml - en ordonnee gauche), les concentrations en Saposine B (^g/ml - ordonnee 
droite) et la gliotoxicite en pourcentage de cellules mortes estimees par le test MTT 
(abscisse). Deux droites de correlation estimees sont representees sur ie graphe. Les 
lignes en gras sont relatives aux concentrations en saposine B ; les lignes en noir clair 
sont relatives aux concentrations en GM2AP. 

Exemples : 

Exemple 1 : Recueil et pool d'urines. 

Des echantillons d'urine de volumes differents ont ete preleves a partir 
dMndividus sains (SEP negatifs) n'ayant a priori aucune maladie neurologique ou auto- 
immune. L'activite toxique de chaque prelevement vis a vis de cellules astrocytaires 
murines a ete testee in vitro en utilisant le test MTT. Au total un pool de 20 litres 
d'urine a ete constitue (pool SEP negatif). Parallelement, des echantillons d'urine de 
volumes differents ont ete preleves a partir d'individus atteints de sclerose en plaques 
(SEP positifs) a differents stade de la maladie. L'activite toxique de chaque 
prelevement vis a vis de cellules astrocytaires murines a ete testee /'/; vitro en utilisant 
le test MTT. Au total un pool de 80 litres d'urine a ete constitue (pool SEP positif). 

Exemple 2 : Purification des proteines urinaires. 
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Les pools d'urine SEP positif et SEP negatif, recueillis et testes selon 
I'exemple 1, ont ete purifies pour obtenir une concentration en proteines elevee et 
eliminer au maximum les proteines de haut poids moleculaire. 

Precipitation : des precipitations au sulfate d'ammonium (Prolabo - ref. 21 
5 333 365) ont ete effectuees sur les pools d'urine SEP positif et SEP negatif. Le 
pourcentage de 60 % de sulfate d'ammonium sature pour 40 % d'urine, soit 390 
grammes de sulfate d'ammonium par litre d'urine a ete utilise. Chaque pool est reparti 
en fractions de 1,8 litres dans des flacons de 2 litres pour ameliorer la precipitation. La 
precipitation a ete effectuee durant 2x8 heures, a temperature ambiante, sous agitation 

10 douce. Apres centrifugation des pools d'urine a 3 000 tpm pendant 10 min., a une 
temperature de 10°C, le culot obtenu est repris dans un tampon Tris 20 mM contenant 
du CaCK 1 mM et de 1'uree a 0,25 M. Le melange a ensuite ete centrifuge a 3 000 tpm 
pendant 10 min. Le surnageant contient les proteines concentrees. II est soit utilise 
immediatement pour 1'etape suivante, soit congele si 1'etape suivante ne peut etre 

1 5 effectuee en continu. 

Chromatographic par echange d'ions : la solution contenant les proteines a 
ensuite ete passee sur un gel DEAE fast Flow (commercialise par PHARMACIA). 
Cette etape est effectuee a basse pression sur une colonne PHARMACIA remplie de 
gel. Les tampons sont amenes sur la colonne par une pompe peristaltique qui permet un 

20 debit regulier. Le tampon d'equilibration de la colonne est le tampon Tris 20 mM, pH 
7. La fraction correspondant au sumageant de precipitation et contenant une quantite de 
sels trop elevee est dialysee contre ce tampon avant depot sur la colonne. Une elution 
par un gradient salin permet de recuperer les proteines. Le gradient d'elution est 
effectue par palier de NaCl 100, 200, 300, 500 mM dans le tampon d'equilibration de 

25 la colonne. Les fractions d'elution sont testees par le test MTT et ne seront conservees 
que les fractions positives, soit la fraction eluee a 200 Mm NaCl. Ces fractions 
pourront etre traitees immediatement ou conservees a Tetat lyophilise. 

Purification : Une chromatographic d'exclusion sterique basee sur la 
difference de taille et de forme des proteines a eluer a ete utilisee. La fraction 

30 correspondant a T elution 200 mM NaCl est deposee sur la colonne. Au cours de 
Pelution, les proteines de faible masse moleculaire sont retenues et done eluees plus 
tardivemem que les grosses molecules. Les purifications ont ete effectuees sur HPLC 
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avec une colonne TosoHaas TSK Prep G 3000 SW, d'urt diametre de 21,5 mm et d'une 
longueur de 300 mm, la limite d'exclusion en masse moleculaire est de 500 000 
daltons . Le tampon d'elution utilise contient du phosphate 100 mM, du sulfate de 
sodium 100 mM, a pH 6,8. La separation du melange de proteines a ete effectue en 60 
5 min. Seule la fraction correspondant a une masse de 15-20 000 daltons a ete conservee. 
Cette fraction est dialysee dans un tampon Tris 20 mM contenant du CaCU 0,2 mM, pH 
7,2, puis lyophilisee. 

A chaque etape, seules les fractions presentant une activite toxique 
significative ont ete retenues pour 1'etape suivante. Un controle de I'activite toxique 
10 des proteines a ete effectue a chaque etape, a Faide du test MTT. Seules les fractions 
presentant une activite toxique significative ont ete retenues pour T etape de 
purification supplemental decrite dans Pexemple 3. 

Exernplc 3 : Purification suppiementaire des proteines urinaires par 

1 5 chromatographic phase inverse. 

Des pools d'urine provenant de patients SEP (pool SEP positif) et de 
patients non SEP (pool SEP negatif), obtenus apres purification selon Fexemple 2, ont 
ete repris dans de Teau distillee, puis dilues avec une solution 0,2% TFA/10% 
acetonitrile pour obtenir une concentration finale d'environ 130 a 140 ^ig/ml. 

20 La separation par HPLC phase inverse C8 a ete effectuee sur une colonne 

Brownlee Aquapore (nom commercial) commercialisee par la societe Perkin Elmer 
(caracteristiques de la colonne : 300 angstroms/7 nm/( 100x4,6) mm). Deux colonnes 
distinctes ont ete utilisees respectivement pour les pools positif et negatif. Les 
injections ont ete realisees par multi-injections de 250 \xl. Les proteines ont ete eluees 

25 avec un gradient lineaire de 5% a 15% de tampon B en 5 min., puis de 15% a 100% de 
tampon B en 95 min., a un debit de 0,5 ml/min. Les tampons de separation A et B 
utilises sont respectivement le tampon 0,1% TFA (Pierce n° 28904)/ eau MilliQ et le 
tampon 0,09% TF A/80% acetonitrile (Baker). La detection a ete effectuee par mesure 
de Tabsorbance UV a 205 et 280 nm. La collecte des fractions a ete effectuee en 

30 fractions de L5 ml et de 0,5-1 ml dans la zone d'interet. Les fractions ont ete congelees 
apres la collecte dans de la carboglace. 
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Les fractions collectees ont ensuite ete sechees en speed vac et reprises 
dans 100 jal de 0,1% TFA/30% acetonitrile. 20nl des fractions ont ete transferes dans 
des eppendorfs de 500 seches et laves a deux reprises avec 100 \x\ d'eau MilliQ, 
puis seches de nouveau. 
5 L'activite toxique des proteines contenues dans chaque fraction recueillie 

apres elution a ete determinee a Taide du test MTT. Seule la fraction 21 presentant une 
activite toxique significative a ete retenue. Le numero de cette fraction correspond a 
Tordre de 1'elution en fonction des conditions d'elution enoncee dans cet exemple. 

10 Exemple 4: Analyse des proteines obtenues par separation sur HPLC sur 

gel SDS-TRICINE. 

Le pool de collecte de la fraction 21 obtenue par HPLC, comme decrit 
dans l'exemple 3, et provenant de 20 injections du pool SEP positif, a ete depose sur un 
gel SDS-TRICINE 16% precoule de 10 puits et de 1 mm d'epaisseur (commercialise 

15 par la societe Novex). Les conditions d'utilisation du gel correspondent a celles 
preconisees par le fournisseur. L'echantillon est repris dans 75 \i\ du tampon 
d'echantillon 1 fois concentre (SDS-TRICINE N° LC 1676, 1 ml deux fois concentre + 
50nl de P-mercaptoethanol (Pierce) dilue au 1/2 dans de 1'eau) et 25fil de l'echantillon 
sont deposes sur le gel en trois fois. Le pool de collecte de la fraction 21 provenant de 6 

20 injections du pool SEP negatif a ete depose sur le gel dans les memes conditions que 
celles decrites pour le pool SEP positif. La migration sur les deux gels a ete effectuee 
en parallele dans la meme cuve de migration (XCELL II NOVEX (nom commercial)) a 
un voltage constant de 125 mV pendant 2 heures. La cuve est placee dans un bac 
contenant de la glace. Les gels ont ete colores directement apres la migration par 

25 coloration au zinc/imidazole (kit de coloration 161-0440 commercialise par la societe 
BIORAD) pour obtenir une coloration negative reversible. Les bandes de proteines 
sont translucides sur fond opaque. 



30 



Exemple 5 : Digestion a la trypsine des bandes de gel. 
Toutes les bandes de proteines visualisees dans les depots de la fraction 21 
ont ete decoupees et soumises a une proteolyse par la trypsine. 
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Les bandes de gels sont decoupees au scalpel en tranches de 1 mm et 
transferees dans des tubes eppendorfs. Les eppendorfs sont soumis a un pic de 
centrifugation pour faire tomber les morceaux de gel et apres centrifugation 100 |il de 
tampon de lavage (100 Mm NH 4 CO 3 /50% CH 3 CN) sont ajoutes aux morceaux de gel. 

5 Apres 30 min. d'agitation a temperature ambiante, le surnageant est enleve par 
fractions de 20 |il et Tetape de lavage est renouvelee deux fois. Les eppendorfs sont 
seches pendant 5 min. en speed vac. 20 |ag de trypsine (Modified sequenal grade 
PROMEGA V51 1 1) sont repris dans 200 nl de tampon de digestion (5 mM TRIS, pH 
8) et sont dissous pendant 30 min. a temperature ambiante, sous agitation intermittente 

10 et 20 a 30 nl de trypsine resuspendue sont ajoutes aux morceaux de gel. Les eppendorfs 
sont centrifuges et conserves en chambre chaude a 28°C pendant une nuit. Apres 
digestion les bandes de gel peuvent etre utilisees immediatement pour les mesures de 
masse ou congelees pour usage ulterieur. 



15 Exemple 6 : Digestion chimique au CNBR des bandes de gel. 

Dans 1'eventualite d'une proteine resistante aux clivages enzymatiques, en 
particulier a Taction de la trypsine comme decrit dans P exemple 5, les bandes entre 
16kD et 20kD ont ete traitees avec du CNBR. Les bandes de gel, deja utilisees pour les 
digestions avec la trypsine, sont sechees 5 a 10 min. en speed vac. 

20 Une solution de CNBR (FLUKA) a 200 mg/ml a ete preparee dans 70 % acide 
formique (BAKER). 20 |il de cette solution ont ete utilisees pour rehydrater les 
morceaux de gel. La reaction s'est faite pendant 20 h a temperature ambiante et a 
Tobscurite. Les peptides sont extraits 3 fois 30 min. avec 100 ^1 de 0.1 % TFA / 60% 
Acetonitrile. Les solutions d'extraction sont reunies et concentrees a 20 Ces 

25 echantillons sont dilues 5 fois dans 0,1 % TFA/eau. Les conditions de separation sont 
celles decrites pour les peptides de la digestion avec la trypsine. 



Exemple 7 : Analyse par spectrometrie MALDI-TOF. 
30 ^1 de tampon detraction (2 % TFA/50 % acetronitrile) sont ajoutes 
30 aux echantillons. Les eppendorfs a analyser sont soumis a une centrifugation de 5 min., 
puis a une sonication de 5 min. et finalement a une centrifugation de 1 min. 
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Sur un disque en acier inoxydable, 14 depots de 0,5 p.1 de matrice (acide a-cyano-4- 
hydroxy-trans-cinnamique a saturation dans de 1* acetone) sont realises. Une fine 
couche microcristalline uniforme est obtenue. 0,5 |il d'une solution de 2 % TFA/eau 
sont deposes sur cette sous-couche sur les 14 depots, puis 0,5 \xl d'echantillon a 
5 analyser sont ajoutes. Dans cette goutte ainsi formee, 0,5 \xl d'une solution a saturation 
d'acide decide a-cyano-4-hydroxy-trans-cinnamique dans 50 % acetonitrile/eau sont 
ajoutes. Apres un sechage a temperature ambiante pendant 30 min., les depots 
cristallins sont laves avec 2 ^il d'eau qui sont immediatement evacues par un souffle 
d'air. Tous les spectres sont obtenus sur un spectrometre de masse BRUKER BIFLEX 

10 (marque de commerce) equipe d'un reflectron. Les mesures (90 a 120 tirs laser sur 
P ensemble du depot) sont accumulees pour obtenir un spectre de masse qui soit le plus 
representatif de 1'ensemble des peptides presents dans le sandwich matrice-echantillon. 
Pour chaque depot, une calibration avec les peptides de Pautolyse de la trypsine a ete 
faite afin de pouvoir utiliser une precision de mesure inferieure a 100 ppm. 

15 Les recherches dans les banques de donnees ont ete executees dans MS-FIT 
PROTEINPROSPECTOR (http://prospector.ucsf.edu). Les parametres communs, 
utilises dans ces recherches, sont (1) base de donnees : NCBInr, (2) une tolerance de 
100-50 ppm, (3) les cysteines ne sont pas modifiees, (4) les methionines peuvent etre 
oxydees, (5) gamme de poids moleculaire : 1000-100000 Da, (6) jusqu'a 3 sites de 

20 coupure peuvent etre ignores. 

Exemple 8 : Sequen9age N-terminal des peptides de digestion, 
(i) Extraction et separation par HPLC des peptides de digestion. 
Apres les mesures de masse sur la totalite de la digestion, le reste des peptides est 

25 extrait en 3 fois 30 min. dans un bain de sonication avec 0,1 % TFA/60 % acetonitrile. 
Les solutions d'extraction sont reunies et sechees jusqu'a 20 nl en speed vac. Apres 
dilution dans 80 ul de tampon A (0,1 % TFA/eau), les extractions des bandes de gel, 
digerees avec de la trypsine, sont injectees sur une colonne C18/MZ- 
Vydac/(125xl,6)mm/5 |im. L'elution des peptides se fait a un debit de 150 nl/min. et 

30 dans un gradient allant de 5 % de tampon B (0,09 % TFA/80 % acetronitrile) a 40 % de 
tampon B en 40 min., puis de 40 % de tampon B a 100 % de tampon B en 10 min. La 
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detection est faite par mesure de Tabsorbance UV a 205 nm. La collecte des pics est 
effectuee dans des tubes eppendorf de 500 jil. Les fractions sont conservees sur la glace 
et pour la bande de 18-20 kD du pool 21 SEP positif analysees par spectrometrie de 
masse MALDI-TOF. 

5 (ii) Sequen<?age N-terminal. 

Les fractions ne correspondant qu'a un seul pic de masse ont ete analysees 
par degradation d'Edman sur un sequenceur (Modele 477 A PERICIN ELMER/ Applied 
Biosystems). Les conditions de sequen9age sont celles decrites par le constructeur. Une 
micro cartouche a ete utilisee pour le depot des echantillons et les PTH-AminoAcid 

10 sont identifies avec un systeme HPLC online (Modele 120A PERKIN ELMER/ Applied 
Biosystems). 

Le depot de la fraction a sequencer s'est fait en plusieurs depots de 15 ^1 
avec des sechages intermediates. Le tube ayant contenu le peptide est lave avec 15 jil 
d'acide formique 85 % (BAKER). Les sequences d'acides amines correspondent 
15 toujours aux masses mesurees. Les peptides, dont les masses ne correspondent pas a la 
proteine principale identifiee, ont ete sequences en priorite. De cette maniere, il a ete 
possible d'identifier jusqu'a trois proteines dans une bande de gel. 



Exemple 9 : Resultats et discussion. 

20 Apres HPLC inverse du pool temoin SEP negatif et du pool SEP positif, 

P activite toxique de chaque fraction d'elution a ete determinee en utilisant le test MTT. 
Seule la fraction 21 du pool SEP positif presente une activite toxique in vitro. La 
fraction 21 du pool temoin, SEP negatif ne presente aucune activite toxique. L'activite 
toxique de la fraction 21 du pool SEP positif a ete confirmee in vitro par FACS, comme 

25 decrit dans la demande de brevet WO 98/1 1439 sur des cellules astrocytaires murines. 

Le contenu proteique de la fraction 21 du pool temoin SEP negatif et du 
pool SEP positif a ete observe apres separation sur gel SDS-TRICINE 16% et 
coloration du gel au zinc/imidazole. Des proteines de poids moleculaires apparents 
eleves ont ete trouvees dans les deux fractions. Par contre cinq bandes differentes et de 

30 poids moleculaires apparents faibles ne sont visibles que dans la fraction 21 du pool 
SEP positif (bandes 8, 14, 18 et 20 kD). A chaque bande correspond au moins une 
proteine et des variants desdites proteines qui ont un poids moleculaire apparent proche 
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de celui de la proteine native. Ces sequences variantes presentent un pourcentage 
d'homologie ou d'identite avec les sequences natives d'au moins 70%, de preference 
d'au moins 80% et avantageusement d'au moins 98 %. 

Les proteines d'interet de la fraction 21 du pool SEP positif ont ensuite ete 
analysees par spectrometrie de masse et/ou sequen?age et recherche d'homologie dans 
les banques de donnees. Les resultats montrent la presence de cinq bandes de proteines 
migrant entre 22 et 5 kD dans la fraction 21 du pool SEP positif et des variants desdites 
proteines. 

Ces proteines sont le fragment C-terminal du Perlecan, qui commence a 
l'acide amine 3464 et se termine a Pacide amine 3707 de la sequence proteique 
complete, identifiee dans l'identificateur de sequences SEQ ID N° 2, le precurseur de 
la proteine plasmatique de liaison au retinol dont la sequence est donnee en SEQ ID N° 
4, le precurseur de l'activateur du ganglioside GM2 identifie en SEQ ID N° 8, la 
calgranuline B identifiee en SEQ ID N° 17 et la saposine B representee en SEQ ID N° 
24. Comme decrit ci dessus des homologues ou variants desdites proteines ont 
egalement ete identifies par sequenfage. Ces sequences proteiques homologues ou 
variantes sont le produit de mutations au niveau des genes codant pour lesdites 
proteines. A titre d'exemple, la SEQ ID N° 9 presente 99 % d'homologie ou d'identite 
avec la SEQ ID N° 8 du precurseur de l'activateur du ganglioside GM2 et le fragment 
de SEQ ID N° 9 qui commence a l'acide amine 34 et se termine a l'acide amine 202 
presente 98,88 % d'homologie ou d'identite avec le fragment correspondant de la 
proteine native identifiee en SEQ ID N° 8. 

Exemple 10 : Mise en evidence des proteines dans un echantillon urinaire. 

Des echantillons d'urine provenant d'un individu SEP negatif et d'un 
patient SEP positif ont ete preleves. Ces echantillons d'urine ont ete purifies selon le 
protocole decrit precedemment. Les fractions d'elution finales 21 ont ete analysees 
separement par spectrometrie de masse. Le profil de masse de chaque fraction 
correspondant a chaque echantillon d'urine a ete compare au profil de masse obtenu 
pour les proteines identifies dans les exemples precedents. Les resultats montrent que 
pour Techantillon d'urine provenant du patient SEP positif les masses correspondent 
aux molecules (i) fragment C-terminal du Perlecan, (ii) precurseur de la proteine 
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activatrice du ganglioside GM2, (iii) calgranuline B et (iv) saposine B identifies 
precedemment. Par contre aucune de ces masses n'a ete identifiee dans le profil de 
masse obtenu apres analyse de l'echantillon d'urine provenant de l'individu SEP 
negatif. Le precede decrit est utilisable comme essai de diagnostic. 

5 

Exemple 1 1 : Essai en Western Blot. 

Des Western Blot ont ete realises sur differentes fractions d'urine brute ou 
purifiee comme decrit dans Texemple 2. Des echantillons d'urine provenant 
d'individus sains et de patients atteints de sclerose en plaques sont testes en parallele. 

10 Les echantillons sont deposes sur un gel d'electrophorese permettant de separer les 
differentes proteines en fonction de leur masse moleculaire sous Taction d'un champ 
electrique. Les Western Blot sont realises apres transfert des proteines du gel sur une 
membrane. Pour reveler les proteines transferees, la membrane est saturee en tampon 
de saturation, puis incubee avec un antieorps directement marque a ia phosphatase 

15 alcaline. L'anticorps utilise est un antieorps anti-calgranuline (antieorps monoclonal de 
souris, clone CF 145 sous-type IgG 2b commercialise par la societe Valbiotech : 
reference MAS 696p lot PC96G696). Le substrat de 1'enzyme est le dichlorure de 3,3'- 
(l,l'-biphenyl)4,4'diazonium et 2-naphtalenyl phosphate de sodium (commercialise 
sous la denomination P Naphtyl acid phosphate Sigma ref. N7375 et 6 dianisine 

20 Tetrazotized D3502) est ajoute pour la revelation des bandes et la visualisation des 
proteines liees a 1'anticorps. Une molecule de masse moleculaire apparente d'environ 
14 000 est revelee dans les urines purifiees de patients atteints de SEP, avec un signal 
relativement intense. Cette proteine correspond a la calgranuline B (masse moleculaire 
apparente : 14 kD). Par contre, aucun signal n'est observe a partir d'urine d'individus 

25 sains. Cette observation confirme la presence de cette proteine specifiquement dans les 
urines de patients atteints de SEP et la mise en ceuvre d'un precede de detection 
utilisant un antieorps reconnaissant la proteine. 

Exemple 12 : Production d'anticorps monoclonaux. 
30 La production d' antieorps monoclonaux par ascite impose une 

compatibility du systeme H-2 entre 1'hybridome et la souris productrice. 20 souris 
femelles Balb/c, agees de 6 semaines, subissent une injection de 0.5ml de Pristane (2-6- 
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10-14 acide tetramethylpentadecane) dans leur cavite peritoneale, pour la production 
d'ascite (Porter et ah, 1972). Une semaine a 10 jours plus tard, 5.10 6 a 10.10 6 
hybridomes dilues dans 0.5ml de tampon sterile NaCl 0,1 45M, Na : HP0 4 10 mM, KC1 
2.7 mM, KH : P0 4 1.5 mM a pH 7.4. sont injectes par voie intraperitoneale. L'ascite 
5 apparait une a deux semaines plus tard. Les liquides d'ascites presents dans la cavite 
peritoneale sont alors recueillis avec une seringue apres incision du peritoine. Le 
liquide recueilli est centrifuge a 3000g pendant 15 minutes a temperature ambiante, 
filtre sur gaze pour eliminer le gras, puis tamponne en ajoutant 1/20*"* de son volume 
de tris-HCl 1M a pH 8.0. Cette methode permet d'obtenir des quantites d'anticorps 10 

10 fois superieures a celles obtenues par culture d'hybridomes. 

Les immunoglobulines presentes dans le liquide d'ascite sont relarguees par les sels 
(sulfate d'ammonium ou sulfate de sodium). Le liquide d'ascite est precipite par le 
sulfate d'ammonium 40%. Apres 20 minutes au froid la solution est centrifugee 15 
minutes 8000g a 4°C. Le precipite est lave et resuspendu a froid dans une solution de 

15 sulfate d'ammonium 40% puis de nouveau centrifuge. Le nouveau precipite enrichi en 
IgG est remis en solution dans du tampon PBS et dialyse la nuit contre le tampon Tris- 
HCl 25 mM, NaCl 150 mM pH 7,4. Parallelement une colonne d'agarose-Proteine A 
(ou proteine G) (commercialisee sous forme lyophilisee, Pierce) est lavee 
extensivement avec le tampon Tris-HCl 25 mM, NaCl 150mM pH7.4. La solution 

20 enrichie en IgG est depose sur la colonne puis la colonne est lavee. Les IgG retenues 
par la colonne sont eluees a pH acide (glycine 200 mM pH 2.8). Les fractions eluees 
sont neutralises avec un volume de Tris-Base 1M pH 10.5. Le contenu en 
immunoglobulines de chaque fraction recueillie est quantifiee par lecture d'absorbance 
a 280 nm (e l%,lcm = 14.0 Prahl et Porter 1968). Les fractions riches sont poolees. Le 

25 degre de purification des IgGs poolees est analyse par electrophorese en gel 
d'acrylamide en presence de SDS. Les IgGs purifiees sont dialysees une nuit contre le 
tampon Tris-HCl 25 mM, NaCl 150mM pH7.4, filtrees sterilement, aliquotees et 
conservees a -20°C. leur concentration finale est determinee par lecture de 1'absorbance 
a 280 nm ou par dosage micro-BCA. Les peptides immunogenes references SEQ ID N° 

30 58, SEQ ID N° 54, SEQ ID N° 55, SEQ ID N° 56, SEQ ID N° 57, SEQ ID N° 58, SEQ 
ID N° 59 et SEQ ID N° 65 ont ete utilises pour la production d'anticorps 
monoclbnaux, selon le protocole decrit ci dessus. Mais, il est a la portee de 1'homme du 
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metier de definir d'autres protocoles pour la production d'anticorps monoclonaux, par 
exemple a partir des techniques decrites par Kohler et Milstein et par Galfre G. et al 
precedemment cites ou des techniques derivees de celles ci. 

Production de proteines recombinantes et d'anticorps polyclonaux et 
5 monoclonaux. 

Proteines recombinantes : 

Les proteines recombinantes GM2AP (SEQ ID NO :73) et Saposine B 
(SEQ ID NO :74) utilisees pour realiser la gamme etalon de cette etude ont ete 
produites en systeme procaryote et purifiees a partir des clones de ces deux proteines 
10 obtenus dans notre laboratoire en utilisant les methodes et protocoles bien connus de 
Thomme de Tart. 

Anticorps anti-GM2AP ou anti-Saposine B : 

Les anticorps anti-GM2AP ou anti-Saposine B utilises pour realiser 
1' etude ont ete soit produits dans notre laboratoire ou donnes genereusement. 

15 Des anticorps polyclonaux anti-Saposine B et anti-GM2AP (Li et al, Glycoconjugate, 
1984) ont ete utilises pour T etude (cf les exemples ci-dessous) : ils sont denommes 
SAP84 et GM2AP84. 

Des anticorps polyclonaux anti-GM2AP ou anti-Saposine B ont ete 
produits et purifies dans le laboratoire en utilisant les protocoles et methodes bien 

20 connus de Thomme de Tart : 50 |ig de proteine GM2AP ou Saposine B procaryote 
achetee ont ete injectes a des lapins aux jours JO, J28 et J56 ; deux injections de rappel 
ont ete realises une fois par mois pendant deux mois consecutifs. Les deux anticorps 
polyclonaux anti-GM2AP et deux anticorps polyclonaux anti-Saposine B ont ainsi ete 
obtenus et leur specificite vis-a-vis de la proteine recombinante a ete verifiee par 

25 Western blot et par Elisa. 

Des anticorps polyclonaux anti-peptides GM2AP ou Saposine B ont ete 
produits et purifies dans le laboratoire en utilisant les protocoles et methodes bien 
connus de Thomme de Tart : 75 jig de peptides GM2AP ou Saposine B definis, 
produits et couples a KLH dans notre laboratoire ont ete injectes aux jours JO, J28 et 

30 J56 ; plusieurs boosts ont ete realises une fois par mois pendant 5 mois consecutifs 
avec injection de 75 fig a chaque fois. Quatre anticorps polyclonaux anti-peptides 
GM2AP, quatre anticorps polyclonaux anti-peptides Saposine B et quatre anticorps 
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polyclonaux de lapins anti-pep tides MRP 14 ont ainsi ete obtenus et leur specificite 
vis-a-vis de la proteine recombinante a ete verifiee par Western blot et par Elisa. La 
sequence des peptides GM2AP, Saposine B et MRP 14 choisis sont decrites_dans les 
figures de 1 a 3. 
5 II a ete obtenu : 

- un anticorps anti-melange de deux peptides de 13 et 15 acides amines de 
GM2AP : 189-190 ; un anticorps anti-peptide de 18 acides amines de GM2AP : 191- 
192 (cf. Figure 1), 

- un anticorps anti-melange de deux peptides de 13 et 19 acides amines de 
10 MRP 14 :193 ; un anticorps anti-peptide de 17 acides amines de MRP 14 : 195-196 (cf. 

Figure 2), 

- un anticorps anti-melange de trois peptides de 12, 15 et 15 acides 
amines de Saposine B: 74-75 ; un autre anticorps anti-melange de 3 peptides de 12, 15 
et 15 acides amines de Saposine B : 72-73 (cf. Figure 3). 

15 Des anticorps monoclonaux anti-fraction native ont ete produits et purifies 

dans le laboratoire en utilisant les protocoles et methodes bien connus de l'homme de 
Tart. La « fraction native » correspond a la fraction d'elution cytotoxique obtenue a 
partir du pool des 80 litres d'urine de patients SEP et apres purification. Cest la 
demiere fraction d'elution qui contient les trois proteines GM2AP, Saposine B, 

20 MRP14. 30 ng de cette fraction de purification ont ete injectes a trois souris aux jours 
JO, J 14, J28 et le prelevement a ete effectue a J38. Apres « screening » et fusion 
cellulaire, protocoles connus de Thomme de Tart pour Tetablissement d'hybridomes et 
d' anticorps monoclonaux, les hybridomes ont ete re-injectes a la souris et le liquide 
d'ascite a ete recupere 10 jours apres. Les anticorps ont ete purifies sur colonne 

25 sepharose-Proteine A et la specificite vis-a-vis de la fraction utilisee pour 
r immunisation a ete verifiee par Western blot et par Elisa. Ainsi quatre anticorps 
monoclonaux ont ete obtenus : 19C1A7, 3D3F9, 18C8C5 et 7D12A8. 

Exemple 13 : Dosage des proteines MRP14 dans les urines par technique 

30 ELISA. 

Les proteines MRP 14, MRP8 et l'heterocomplexe MRP8/14 ont ete doses 
dans des urines humaines en utilisant (i) soit une technique de dosage Elisa selon le 
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procede connu de l'homme de Tart et en utilisant les anticorps anti-MRP decrits dans 
les exemples precedents ; (ii) soit le kit 'MRP Enzyme Immunoassay' commercialise 
par BMA Biomedicals AG, Augst, Switzerland, en utilisant les anticorps du kit, le 
protocole etant realise suivant la notice du kit.. 
5 Detection de MRP14 et MRP8/14 dans des urines. 

Les dosages a ete realises a partir de 17 urines d'individus issus de la 
population active (TS), de 27 urines de patients atteints de sclerose en plaques (SEP et 
de 7 urines de patients atteints d'autres maladies neurologiques (AMN). 

- La figure 4 illustre les taux de MRP8 doses dans ces urines : alors que la 
10 concentration en MRP8 est quasiment nulle dans les urines AMN, il n'y a pas vraiment 

de difference de distribution entre les urines TS et SEP. Notons cependant que les 
differences observees sont quasiment negligeables car les concentrations dosees sont 
extremement faibles. 

- La figure 5 illustre les taux de MRP 14 doses dans les memes urines : 
15 alors qu'il n'y a pas vraiment de differences de distribution des concentrations entre les 

urines TS et AMN, les concentrations sont plus elevees dans certaines urines SEP. 

• La figure 6 illustre les taux d'heterodimere MRP8/14 doses dans les 
memes urines :alors qu'il n'y a pas vraiment de difference entre les concentrations des 
urines TS et AMN, on observe des plus fortes concentrations dans certaines urines 
20 SEP. correspondant peut-etre a une sous population de patients SEP caracterisee par 
une activite de la maladie. MRRP8/14 dose dans les urines est un marqueur de 
l'activite de la maladie SEP caracterisee par un pic d'inflammation). 

- La figure 7 recapitulative confirme qu'il n'y a pas de difference 
significative de concentration en MRP8 et en MRP14 entre les urines TS, AMN et 

25 SEP, alors qu'une faible difference de concentration en MRP8/14 est observee entre 
ces urines, cette concentration etant plus elevee en moyenne dans les urines SEP et 
etant un marqueur de l'activite de la maladie (pic d'inflammation). 

Exemple 14 : Protocoles ELISA utilises pour le dosage des proteines 
30 GM2AP et Saposine B. 

Les proteines GM2AP ou Saposine B ont ete dosees dans des urines 
humaines^en utilisant des anticorps polyclonaux anti-GM2AP ou anti-Saposine B ? en 
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suivant le protocole Elisa decrit par Gardas et ah (Glycoconjugate Journal 1, 37-42, 
1984). Les principals etapes sont brievement decrites ci-dessous : 

A chaque etape, les puits d'une microplaque de 96 puits sont remplis avec 
200 nl de la solution designee. Les puits sont d'abord « coates » avec une solution de 
5 GM2AP (proteine recombinante procaryote) diluee a 50 ng/ml dans un tampon 
carbonate-bicarbonate, pH 9,6. Apres incubation une nuit a 4°C, la solution est 
eliminee et les puits sont laves quatre fois avec du tampon PBS pH 7,4 contenant du 
Tween-20 0.05% (PBS-Tween). Les microplaques ainsi coatees sont stockees a 4°C 
pendant environ 2 semaines. 

10 Les echantillons d'urine a trois dilutions differentes (20x, 40x et 80x ou 

d'autres dilutions appropriees) sont incubes avec une dilution appropriee de 1'anticorps 
polyclonal de lapin anti-GM2AP ou anti-Saposine B pendant une nuit a 4°C Une serie 
de dilutions standard d'une proteine recombinante allant de 2,0 a 62,5 ng/ml est utilisee 
pour realiser la gamme etalon et sont traitee de la meme fapon. Toutes les dilutions sont 

15 faites en tampon PBS-Tween contenant 1 mg/ml d'ovalbumine. Ainsi, 0,2 ml de 
chaque solution incubee est ajoutee dans des puits « coates » en duplicat et les plaques 
sont laissees pendant 2 heures a temperature ambiante. Les puits sont alors laves quatre 
fois en PBS-Tween et remplis encore avec une solution d'anticorps de chevre anti-IgG 
de lapin couples a la peroxidase et diluee environ 1200 fois. Apres une incubation de 2 

20 heures a temperature ambiante, les puits sont laves quatre fois en PBS-Tween et 
remplis e nouveau avec le reactif de coloration. Le reactif de coloration consiste en 100 
mg d'acide 2,2 , -azino-di-(3-ethylbenzothiazoline) sulfonique et \0\i\ de 30% de 
peroxide d'hydrogene pendant une heure a temperature ambiante et le degre de 
coloration de chaque micropuits est estime par lecture d'absorbance a 405 nm. 

25 Une courbe standard est construite en mettant en abscisse la concentration 

de GM2AP de la gamme etalon ou de Saposine B avec une echelle logarithmique et en 
ordonne le pourcentage d'absorbance avec une echelle lineaire. Le pourcentage 
d'absorbance de Techantillon est le rapport d'absorbance entre l'echantillon d'urine et 
le controle qui contient seulement 1'antiserum, sans 1'antigene soluble. 

30 Une solution de proteine recombinante GM2AP produite en systeme 

procaryote, et de concentration 3 mg/ml est diluee en tampon carbonate 50 mM, pH 9,6 
et SO^il sont ajoutes dans chaque puits d'une microplaque a 96 puits, soit 50nl par puits 
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d'une solution a 0,5 ng/ml. Les plaques ainsi preparees sont incubees une nuit a 
temperature ambiante. L'anticorps polyclonal anti-GM2AP produit dans le laboratoire 
(lapin 79) a ete purifie et dilue en tampon PBS-Tween 0,05% en presence de serum de 
cheval 10%. Cette solution est diluee au 1/8000*™. La solution est utilisee pour realiser 
5 une gamme etalon avec 8 points de gamme couvrant les concentrations de 0 a 500 
ng/ml. Une preincubation est realisee pendant une nuit a temperature ambiante ente 100 
III d'anticorps et 100 \xl d'echantillon d'urine a doser ou de solution proteine 
recombinante GM2AP ou Saposine B servant pour la gamme etalon. Apres lavage de la 
microplaque en PBS-Tween, 50jli1 du melange d'incubation sont ajoutes par puits, puis 

10 incubes pendant deux heures a temperature ambiante. La microplaque est de nouveau 
lavee en PBS-Tween, puis 50 fjtl d'anticorps anti-IgG de lapin couple a la peroxidase et 
dilues au 1/5000 sont ajoutes dans chaque micropuits de la plaque et incubes pendant 
deux heures a temperature ambiante. Apres de nouveaux lavages de la microplaque, 
lOOn! d'OPD sont ajoutes dans chaque puits et incubes pendant 20 minutes a 

15 temperature ambiante. La coloration de chaque puits, proportionnelle a la 
concentration de GM2AP ou de Saposine B reconnue par l'anticorps specifique utilise, 
est estimee par lecture d'absorbance. 

Une solution de proteine recombinante GM2AP ou Saposine B produite 
20 en systeme procaryote, et de concentration 3 mg/ml est diluee en tampon carbonate 50 
mM, pH 9,6 et 50fil sont ajoutes dans chaque puits d'une microplaque a 96 puits, soit 
50^1 par puits d'une solution a 1,5 ^g /ml. Les plaques ainsi preparees sont incubees 
une nuit a temperature ambiante. Les anticorps polyclonaux anti-peptides GM2AP 
produits dans le laboratoire (lapin 190 et lapin 191) purifies sont utilises seuls ou en 
25 melange dilues au 1/1000 pour chacun en tampon PBS-Tween 0,05% en presence de 
serum de cheval 1 0% . La gamme etalon est realisee en utilisant de la proteine 
recombinante procaryote GM2AP ou Saposine B diluee de fa?on a couvrir la gamme 
de concentration 0 a 1500 ng/ml avec 8 points. 100 \i\ d'anticorps (un anticorps ou les 
deux ensemble) sont pre-incubes en presence de lOOfil d'echantillon d'urine a tester ou 
30 de solution GM2AP ou Saposine B recombinante, pendant une nuit a temperature 
ambiante. Apres lavage de la microplaque en PBS-Tween, 50|al du melange 
d' incubation est ajoute par puits puis incubes pendant deux heures a temperature 
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ambiante. La microplaque est de nouveau lavee en PBS-Tween, puis 50 ^1 d'anticorps 
anti-IgG de lapin couple a la peroxidase, dilues au 1/5000, sont ajoutes dans chaque 
micropuits de la plaque et incubes pendant deux heures a temperature ambiante. Apres 
lavage de la microplaque, lOO^il d'OPD sont ajoutes dans chaque puits et incubes 
5 pendant 20 minutes a temperature ambiante. La coloration de chaque puits, 
proportionnelle a la concentration de GM2AP ou Saposine B reconnue par Panticorps 
specifique utilise, est estimee par lecture d'absorbance. 



Exemple 1 5 : Dosage des proteines GM2AP dans les urines. 

10 La proteine GM2AP a ete dosee dans les urines de 22 patients atteints de 

sclerose en plaques (SEP), 5 patients atteints d'autres maladies neurologiques (OND) et 
9 individus choisis parmi la population active et recueillies pendant une visite medicale 
(Healthy), en suivant le protocole Elisa decrit ci-dessous, utilisant des anticorps 
polyclonaux anti-GM2AP. Les patients SEP selectionnes pour cette etude sont des 

15 patients tout azimut, c'est-a-dire avec differents stades et profils de la maladies, et 
differents traitements, etc... 

Les resultats du dosage sont rapportes dans la figure 8. Alors que 
seulement 0/5 urines OND et 2/9 urines dites 'Healthy' presentent une concentration en 
GM2AP superieure a 200 ng/ml , 10/22 (soit 45%) presentent une concentration 

20 superieure a 200 ng/ml. 

Ces resultats indiquent que si la proteine GM2AP est presente en tres 
faible concentration (<400 ng/ml) dans les urines d'individus de la population active, 
elle est presente en plus forte concentration dans les urines de patients SEP. Cependant 
12 urines SEP presentent egalement des taux faibles de GM2AP. Parmi ces 12 patients, 

25 10 sont en traitement. Les fortes concentrations urinaires de GM2AP semblent etre un 
marqueur de la pathologie SEP, et plus precisement un marqueur d'un stade ou d'une 
forme de la maladie, de l'activite de la maladie, et est certainement influence par tout 
traitement en cours. Notons que deux individus de la population active ont des 
concentrations elevees de GM2AP (ces deux cas ont ete inclus volontairement dans 

30 1 'etude, car ils presentment tous deux une activite gliotoxique dans leur urines 
contrairement aux autres individus de cette meme categories). II est impossible de 
savoir s'il s'agit d'individus sains, ou atteints d'une pathologie, ou des individus 
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atteints d'une sclerose en plaques car les echantillons des individus dits « Healthy » ont 
ete preleves de maniere anonyme, sans connaissance du dossier clinique. 

Des concentrations urinaires plus elevees de GM2AP sont detectees dans 
les urines de patients SEP ; une concentration elevee de GM2AP peut etre alors un 
marqueur de la pathologie SEP, et plus precisement d'une forme de la maladie, d'un 
stade de la maladie, d'une periode d'activite, et peut etre influencee par tout traitement 
en cours. Ces concentrations urinaires elevees en GM2AP peut egalement avoir une 
valeur predictive d'un debut d 'aggravation de la maladie, ou d'une SEP benigne en 
debut devolution, etc .... 

Les valeurs absolues des concentrations GM2AP detectees dans les urines 
sont dependantes de l'affinite et de la specificite de l'anticorps utilise, mais d'une fapon 
generate, la tendance entre les trois groupes d'individus est conservee quelque soit 
l'anticorps utilise. 

Exemple 1 6 : Dosage des proteines Saposine B dans les urines. 

La proteine Saposine B a ete detectee dans les meme echantillons d'urines 
que ceux utilises pour l'etude de la detection de GM2AP. Les dosages ont ete realises 
en parallele avec ceux du GM2AP, dans une meme etude, en suivant le protocole Elisa 
decrit ci-dessous, utilisant des anticorps polyclonaux anti-Saposine B. 

Les resultats du dosage Saposine B sont reportes dans la Figure 9. 0/5 
urines OND et 2/9 urines Healthy presentent une concentration en Saposine B 
superieure a 2 [ag/ml , alors que 6/22 (soit 27%) presentent une concentration 
superieure a 2 jig /ml. 

Ces resultats indiquent que la proteine Saposine B est presente dans 
chaque urine (population dite saine ou population dite malade) a des concentrations 
non negligeables, c'est-a-dire < 2|ig /ml. Ces resultats de dosage sont compatibles avec 
ceux decrits dans la bibliographic Cependant meme si la Saposine B est presente dans 
chaque urine, elle semble etre presente en plus forte concentration dans certaines urines 
SEP. Cette augmentation de concentration de saposine B dans les urines Sep est peut- 
etre masquee par la concentration basale de cette proteine a l'etat ordinaire. Ainsi les 
fortes concentrations urinaires de Saposine B semblent etre un marqueur de la 
pathologie SEP, et plus precisement un marqueur d'un stade ou d'une forme de la 
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maladie, de Factivite de la maladie, et est certainement influencee par tout traitement 
en cours. La Saposine B dosee seule semble etre cependant un marqueur un peu moins 
discriminant d'une forme ou d'une activite de la maladie que le GM2AP. Notons 
encore uen fois que deux individus de la population active ont des concentrations 
elevees de Saposine B et que ce sont les deux meme individus qui presentment aussi 
une forte concentration en GM2AP dans leurs urines. 

En conclusion, des concentrations urinaires plus elevees de Saposine B 
sont detectees dans les urines de patients SEP ; une concentration elevee de Saposine B 
peut etre alors un marqueur de la pathologie SEP, et plus precisement d'une forme de 
la maladie, d'un stade de la maladie, d'une periode d'activite, et peut etre influencee 
par tout traitement en cours. Ces concentrations urinaires elevees en GM2AP peut 
egalement avoir une valeur predictive d'un debut d'aggravation de la maladie, ou d'une 
SEP benigne en debut devolution, etc .... Mais d'une facon generate, les fortes 
concentrations de Saposine B seules semblent etre des marqueurs moins discriminants 
que les fortes concentrations de GM2AP seules. 

Les vateurs absolues des concentrations Saposine B detectees dans les 
urines sont dependantes de l'affmite et de la specificite de 1'anticorps utilise, mais 
d'une facon generate, la tendance entre les trois groupes d'individus est conservee 
quelque soit 1'anticorps utilise. 

Exemple 17 : Co-dosage des proteines GM2AP et Saposine B dans les 

urines. 

La Figure 10 reporte les concentrations de GM2AP dosee dans les 
echantillons d'urine decrites dans la Figure 5 par rapport a la concentration de Saposine 
B dosee dans ces memes echantillons et decrite dans la Figure 6. Dans ce graphe sont 
reportes les echantillons SEP (losanges fonces) et les echantillons OND et 'Healthy' 
(losanges blancs). 

Sur ce graphe, il apparait clairement que : 

- plus la concentration en GM2AP est elevee dans les urines, plus la 
concentration en Saposine B est elevee. (Nous avons montre que ce n'est pas un cas 
general avec d'autres proteines et que cela ne traduit pas une perturbation renale, avec 
le dosage de la creatinine en parallele pour chacun des echantillons testes.) ; 
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- les concentrations elevees de GM2AP et Saposine B sont caracteristiques 
des echantillons SEP (a l'exception des deux urines de la population active, 
mentionnees ci-dessus).Ces concentrations elevees conjointes de GM2AP et Saposine 
B sont des marqueurs de la pathologie SEP, plus precisement d'une fenetre de la 
5 maladie (quadran a droite et en haut du graphe). 

En conclusion, cette analyse confirme que des concentrations urinaires 
elevees de GM2AP (>400 ng /ml) et de Saposine B (>2 jig /ml) sont co-detectees dans 
les urines de patients SEP et peuvent representer des marqueurs de la pathologie SEP, 
plus precisement d'une forme de la maladie, d'un stade de la maladie, d'une periode 
10 d'activite, et peuvent etre influencee par tout traitement en cours. II est avantageux de 
doser les deux proteines en parallele dans chaque echantillons, et de considerer les 
deux concentrations. 

Dosage de GM2AP et Saposine B dans Purine de deux patients en 

cinetique. 

15 Patient SEP n°l - Forme Remittente Progressive. 

Des urines de ce patients ont ete prelevees au cours de revolution de sa 
maladie. Le patient a ete hospitalise a JO pour une poussee. II a subit a Jl un flash de 
corticoYdes puis a ete suivi dans le temps d'un point de vue clinique (le flash a apporte 
une amelioration clinique). La figure 1 1 montre le profil de dosage du GM2AP et de la 

20 Saposine B dans ces urines au cours de revolution, et la figure 12 montre le profil du 
produit des deux concentrations en GM2AP et Saposine B, traduisant une co-detection 
de concentrations elevees. Les concentrations en GM2AP et Saposine B elevees au 
moment de la poussee et de Thospitalisation, diminuent progressivement dans le temps 
apres le flash de corticoYdes jusqu'a 90 jours. 

25 Patient SEP n°2 - Forme Progressive. 

Des urines de ce patients ont ete prelevees au cours de revolution de sa 
maladie. Le patient a ete hospitalise a JO pour une poussee. II a subit a Jl un flash 
d'Endoxan puis a ete suivi dans le temps d'un point de vue clinique (le flash a apporte 
une amelioration clinique et a J60, des signes d'aggravation de la maladie ont ete 

30 observes). La figure 13 montre le profil de dosage du GM2AP et de la Saposine B dans 
ces urines au cours de revolution, et la figure 14 montre le profil du produit des deux 
concentrations en GM2AP et Saposine B, traduisant une co-detection de concentrations 
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elevees. Les concentrations en GM2AP et Saposine B elevees au moment de la poussee 
et de l'hospitalisation, diminuent progressivement dans le temps apres le flash 
d'Endoxan (ou encore appele cyclophosphamide) jusqu'a 23 jours et semblent 
augmenter pour devenir elevees a J60, montrant ainsi une parfaite correlation avec 
revolution des signes cliniques. 

Ces resultats confirment que : 

- des concentrations fortes de GM2AP et Sapsoine B dans les urines sont 
des marqueurs de la pathologies SEP, et en particulier la co-detection des fortes 
concentrations des deux proteines conjointement (traduit par le produit des deux 
concentrations) ; 

- les fortes concentrations de GM2AP et Saposine B dans les urines sont 
des marqueurs de Pactivite de la maladie (ici pendant la poussee) ou sont des 
marqueurs influences par les traitements immuno-suppresseurs comme les corticoides 
ou TEndoxan qui abaissent les concentrations. 

Get exemple illustre le fait que ces marqueurs peuvent etre utilises entre 

autres : 

- pour realiser un suivi therapeutique d'un patient et evaluer le benefice 
therapeutique d'un traitement pour un patient donne ; ou 

- de predire une aggravation de la maladie. predire un pic d'activite, etc... 

- de decider une (re)prise therapeutique anticipee sur les signes cliniques 

Exemple 18 : Correlation ente la detection des proteines MRP 14, GM2AP 
et Saposine B dans les urines et la gliotoxicite mesuree dans ces urines. 

Afin de verifier une correlation entre la presence de ces proteines seules 
ou en combinaison dans les urines et la gliotoxicite des urines, ont ete dosees en 
parallele les concentrations en proteine d'interet et la gliotoxicite d'un echantillonage 
d'urines de patients atteints de sclerose en plaques (SEP), de patients atteints d'autres 
maladies neurologiques (OND) et d'individus issus de la population active dit 
« Healthy ». Parmi les patients SEP, on note des patients avec differentes formes et 
stades de la maladie. sous traitement ou non, a differentes activites de la maladie. 

Les proteines MRP, GM2AP et Saposine B ont ete dosees dans des urines 
humaines en suivant les protocoles Elisa decrits ci-dessus. Les dosages analyses dans 
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cet exemples sont ceux decrits dans les exemples precedents. Chaque echantillon 
d'urine analyse en Elisa a ete analyse par le test MTT pour mesurer la gliotoxicite de 
chaque echantillon. La gliotoxicite est exprimee en pourcentage de cellules mortes 
(estime par colorimetrie en utilisant les sels de tetrazolium) d'une lignee cellulaire 
5 astrocytaire murine (CLTT1.1) apres 48 heures d' incubation en presence d'urine 
centrifugee. 

La figure 15 represente la concentration en GM2AP en fonction de la 
gliotoxicite des urines determinee par test MTT. 

22 urines SEP (losanges gris), 5 urines AMN (losanges noirs) et 9 urines 
10 dites « Healthy » (losanges noirs) ont ete reportes sur le graphe. Ce sont les memes 
urines qui ont ete etudiees dans les exemples 15 et 16. On observe que toutes les urines 
temoins (OND et Healthy) ont des taux en GM2AP faibles (<400 ng/ml) et une 
gliotoxicite faibles (<15%), a r exception d'une urine temoin Healthy (deja commentee 
dans Pexernple 15) pour laquelle on observe une forte concentration en GM2AF et une 
15 gliotoxicite. 

Les urines SEP sont reparties en trois sous-populations : 

- urines a faible concentration en GM2AP (<400 ng /ml) et faible 
gliotoxicite (<15%), 

- urines a faible concentration en GM2AP (<400 ng /ml) et gliotoxicite 
20 (>1 5%), soit essentiellement 3 urines, 

- urines a forte concentration en GM2AP (>400 ng /ml) et forte 
gliotoxicite (>15%). 

Ces trois sous populations traduisent peut-etre des sous populations SEP, 
c'est-a-dire differentes formes ou stades de la maladie, differentes activites de la 

25 maladie, differents benefices therapeutiques 

Cependant on peut noter que toutes les urines presentant une forte 
concentration en GM2AP presentent egalement une forte gliotoxicite. 

En conclusion : on observe une correlation entre concentration urinaire 
elevee en GM2AP et gliotoxicite (toutes les urines avec une forte concentration en 
30 GM2AP sont gliotoxiques (10/10), et toutes les urines avec une faible concentration en 
GM2AP ne sont pas gliotoxiques (<15%), a Fexception de 3 urines/12 SEP). Ceci 
traduit T implication de la proteine GM2AP dans le mecanisme de gliotoxicite, seule ou 
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en combinaison, sous sa forme naturelle ou modifiee, mais reconnaissable par un 
anticorps anti-GM2AP. De plus la co-detection d'une forte concentration en GM2AP 
dans les urines et d'une forte gliotoxicite correle avec une sous population de patients 
atteints de SEP. 

5 La figure 16 represente la concentration en Saposine B en fonction de la 

gliotoxicite des urines determinee par test MTT. 

22 urines SEP (losanges gris), 5 urines AMN (losanges noirs) et 9 urines 
dites «Healthy » (losanges gris clair) ont ete reportes sur le graphe. Ce sont les memes 
urines qui ont ete etudiees dans les exemples .15 et 16. On observe que plus les urines 
10 sont riches en Saposine B, plus elles sont gliotoxiques. Ilya une correlation assez nette 
entre concentration de Saposine B et gliotoxicite des urines. 

En conclusion : on observe une correlation entre concentration urinaire 
elevee en Saposine B et gliotoxicite. Ceci traduit Pimplication de la proteine Saposine 
15 B dans le mecanisme de gliotoxicite, seule ou en combinaison, sous sa forme naturelle 
ou modifiee mais reconnaissable par V anticorps anti-saposine B utilise pour le dosage. 

La figure 17 represente le produit des concentrations en GM2AP et 
Saposine B en fonction de la gliotoxicite des urines determinee par test MTT. 

20 Les 22 urines SEP (losanges gris), 5 urines AMN (losanges noirs) et 9 

urines dites «Healthy » (losanges gris clair) des exemples 15 et 16 ont ete reportes dans 
la figure 17. La gliotoxicite de ces urines est analysee en fonction du produit des 
concentrations en GM2AP et Saposine B, c'est-a-dire en fonction de la co-detection 
des deux proteines dans les urines. On observe tres nettement une correlation entre le 

25 produit des deux concentrations GM2AP et Saposine B et la gliotoxicite, bien plus 
importante qu'en ne considerant qu'une seule proteine. On observe que 5/5 des urines 
OND ont un produit de concentration GM2AP et Saposine B faible et une gliotoxicite 
faible ; 8/9 urines « Healthy » ont un produit de concentration GM2AP et SaposineB 
faible et/ou une gliotoxicite faible. Par contre, on distingue essentiellement trois sous- 

30 populations d' urines SEP : 

- urines a faible concentration en GM2AP.Saposine B et faible gliotoxicite 

(<15%)/ 
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- urines a forte concentration en GM2AP. Saposine B et forte gliotoxicite 

(>15%). 

Ces deux sous populations traduisent peut-etre des sous populations SEP, 
c'est-a-dire differentes formes ou stades de la maladie, differentes activites de la 
5 maladie, differents benefices therapeutiques, .... Cependant il est tres important de 
noter que toutes les urines presentant une forte concentration en GM2AP et Saposine 
B, c'est-a-dire ayant conjointement une forte concentration en GM2AP et Saposine B, 
presentent egalement une forte gliotoxicite. Les deux sous populations de patients SEP 
sont d'autant plus marquees et nettes que Ton considere conjointement les trois 
10 marqueurs : gliotoxicite, concentration elevee en GM2AP et concentration elevee en 
Saposine B. Ceci est confirme a la figure 18. 

En conclusion : on observe une correlation entre concentration urinaire 
elevee de GM2AP et Saposine B et Gliotoxicite. Toutes les urines avec une forte 
concentration en GM2AP et Saposine B sont gliotoxiques, et toutes les urines avec une 
15 faible concentration en GM2AP et Saposine B ne sont pas gliotoxiques (<15%), a 
Fexception de 2 urines/22 SEP. Ceci traduit l'implication des deux proteines GM2AP 
et Saposine conjointement ou en combinaison dans le mecanisme de gliotoxicite, sous 
leur forme naturelle ou modifiee mais reconnaissable par les anticorps anti-GM2AP et 
anti-saposine B utilises pour le dosage. De plus la co-detection d'une forte 
20 concentration urinaire en GM2AP et Saposine B et d'une forte gliotoxicite correle avec 
une sous population de patients atteints de SEP (stade, forme, activite, traitement de la 
maladie ?), par rapport a une autre sous population. Ces trois marqueurs consideres 
conjointement permettent de discriminer entre deux sous populations de patients SEP. 

Evolution de la gliotoxicite et des concentrations en GM2AP et Saposine 
25 B en fonction de revolution de la maladie de deux patients apres et pendant traitement. 

La correlation entre gliotoxicite, forte concentration en GM2AP ET 
Saposine dans les urines et pathologic SEP a egalement ete confirmee en mesurant ces 
trois parametres dans Purine de deux patients au cours de F evolution de leur maladie. 

Patient n°l : SEP forme remittente-progressive, hospitalise a JO pour une 
30 poussee et ayant re?u un flash de corticoide a Jl. Apres le flash, il a montre une 
amelioration clinique jusqu f a J90 - (cf. figures 11, 12), 
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Patient n°2 : SEP forme progressive, hospitalise a JO pour une poussee et 
ayant regu un flash d'Endoxan (encore appele cyclophosphamide) a JL A J60, il 
presente de nouveaux des signes cliniques d'aggravation de sa maladie - (cf. figures 
13,14). 

5 Pour les deux patients, il a ete montre : 

- une correlation entre la gliotoxicite urinaire et revolution clinique de la 
maladie (lorsque les signes cliniques sont severes, la gliotoxicite est elevee ; lorsque les 
signes cliniques diminuent suite au traitement, la gliotoxicite diminue et devient 
stationnaire ; lorsque les signes d'aggravation apparaissent apres le traitement, la 

1 0 gliotoxicite semble augmenter de nouveau), 

- une correlation entre le taux de gliotoxicite dans les urines de patients et 
les concentrations de GM2AP et Saposine B, et 

- une correlation entre les concentrations elevees de GM2AP et Saposine 
B et 1'evolution clinique de la maladie. 

15 En conclusion : le dosage des proteines GM2AP ET Saposine B dans les 

urines est un bon marqueur discriminatif d'une sous population de la SEP (stade, 
forme, activite, traitement de la maladie). Les proteines GM2AP et/ou Saposine B sont 
impliquees dans le mecanisme de gliotoxicite, seules ou en combinaison, sous leur 
forme naturelle ou sous une forme reconnaissable par les anticorps polyclonaux utilises 

20 pour leur dosage. Comme les proteines GM2AP et Saposine sont co-detectees en forte 
concentration dans les urines gliotoxiques, il est possible que ces deux proteines 
agissent en combinaison pour induire la gliotoxicite. 

Exemple 19 : Analyse immunohistochimique de F expression des proteines 
25 GM2A, SAPB, MRP 14 et MRP8 dans un systeme de culture producteur de gliotoxine 
in vitro (cultures de monocytes), ainsi que dans le tissu cerebral normal et pathologique 
de SEP et de temoins. 

Protocole : Des cultures de monocytes d'un patient atteint de SEP et d'un 
temoin sain ont ete realisees en parallels selon le protocole present decrit brievement. 
30 A partir de sang peripherique de ces deux volontaires preleve sur ACD, les PBMC 
(Peripheral Blood Mononuclear Cells) sont isoles sur Ficoll en utilisant la technique 
connue de Thomme de Tart. Les cellules recuperes (au niveau de Panneau) sont lavees 
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deux fois en milieu RPMI. Les cellules sont alors enumerees sur Kovas-slide et sont 
ensemencees en flacon primaire de 25 cm 2 ou sur lame Labteck (8 cupules) (en 
permanox) en milieu RPMI supplements avec 15% de serum AB humain a JO. Les 
cellules sont cultivees sur des lames alveolees de type « Labtek » afin de disposer d'un 

5 support direct pour l'analyse des monocytes qui adherent au support et se differencient 
ulterieurement en macrophages. Pour les lames, 2.10 6 cellules sont ainsi ensemencees a 
raison de 0,25 10° cellules/puits. Pour les flacons, 4.10 6 cellules sont ensemencees a 
raison de 0,25 10° cellules/puits. A Jl, les cellules en suspension sont recuperees et les 
puits des Labteck ou les flacons sont laves deux fois en RPMI (au prealable chauffe a 

10 37°C) avant de rajouter du milieu RPMI supplement^ avec 5% de serum AB humain. 
A Jl, J3, J6, J9, J 12 ou 14, J15 le milieu de culture est change ; les surnageants sont 
preleves et les cellules fixees sur lames en utilisant les techniques connues de Phomme 
de Tart. A chaque changement de milieu, au moins deux lames ont ete fixees en 
paraformaldehyde et conservees pour l'analyse immunohistochimique. 

15 Composition du milieu : RPMI (500 ml) avec 15ml de glutamate 200 

mM, 5 ml de pyruvate de sodium 100 ^M, 5 ml d'acides amines non essentiels (lOOx), 
des antibiotiques penicilline et streptomycine 100 000 U /^il et des anticorps anti- 
interferon humains a 100 U/^l. 

Resultats : Quatre cultures de monocytes in vitro ont ete ainsi etudiees en 

20 cinetique : deux cultures de monocytes issus de sang d'individus controles et deux 
cultures de monocytes issus de patients SEP. A differents temps de la culture (JO, Jl, 
J3, J6, J9, J 12, ....), les surnageants correspondants ont ete egalement recuperes. Une 
fois la cinetique completee, les lames correspondant aux differents jours de cultures ont 
ete incubees en presence d' anticorps polyclonaux anti-GM2A, SAP-B, MRP-8 et 

25 MRP 14. La gliotoxicite de chaque surnageant ainsi recupere a ete estime par test MTT. 
La concentration en proteine GM2AP, MRP 14 et Saposine B a egalement ete 
determinee dans chaque surnageant par protocole Elisa comme decrit dans les 
exemples 13 et 14. 

Les resultats d' immunofluorescence sur cellules fixees sont resumes ci- 

30 dessous ; on peut noter : 

- une absence d'expression de MRP8 a tous les stades des 2 cultures 
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- une expression nette de MRP- 14 dans la periode entre J9 et J 15, 
retrouvee dans les deux cultures, quoique plus forte dans la culture SEP. Cette 
expression semble correler une etape de differentiation macrophagique. 

- une tres faible expression (faible intensite et faible nombre de cellules) 
5 est observee en debut de culture dans la culture temoin et correspond 

vraisemblablement a la presence physiologique de GM2A dans les lysosomes 
macrophagiques. 

- Dans la culture SEP, une expression beaucoup plus nette de GM2A (plus 
forte intensite et nombre de cellules plus important) est observee, avec un marquage 

10 cytoplasmique relativement homogene entre J3 et J6, disparait a J9 et est a nouveau 
notee a J14-J15 avec un marquage intense et localise a la peripheric cytoplasmique, 
dessinant le contour interne de la membrane plasmique. Ces observations ne sont pas 
retrouvees dans l'ensemble des lames temoins. 

L'analyse avec le anticorps anti-SAP-B n'a pas permis d'obtenir un 

1 5 marquage immuno-histochimique interpretable. 

Dans les cultures de monocytes SEP deja effectuees, 3/3 ont presente un 
pic de gliotoxicite a J9 et 2/3 un pic plus faible a J6. Aucun pic n'etant detecte dans les 
cultures de monocytes de 2/2 temoins non-SEP analyses en parallels De meme, le 
dosage des proteines MRP 14, GM2AP et Saposine B dans le surnageant des cultures 

20 cellulaires au cours de la cinetique a montre que les proteines SapB et GM2AP sont 
detectees par Elisa dans les surnageants des monocytes SEP et non dans ceux des 
monocytes temoins, aux jours J6 et surtout J9 de la culture ; les proteines ne sont pas 
detectees au-dela de cette cinetique. Notons que les anticorps utilises pour le dosage 
peuvent reconnaitre les formes physiologiques des proteines, mais egalement des 

25 formes complexees et/ou modifiees. 

On constate done que la periode J6-J9 pendant laquelle on observe une 
gliotoxicite la plus importante dans le surnageant, est couverte par la periode J3-J15 
pendant laquelle on observe une production moins differenciee du temoin negatif de 
GM2A dans les cellules avec des fluctuations quantitatives et qualitatives de son 

30 expression cellulaire (quantite d'expression et localisation cellulaire). 
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Exemple 20: Technique d'immunohistologie sur coupes de cerveaux en 

paraffine. 

Les coupes histologique preparees en paraffine sont deparaffinees en 
xylene et alcool avant de subir un pretraitement qui a pour but de demasquer les 
5 antigenes ; ce pretraitement peut corresponds a (i) deux fois 5 minutes sous micro- 
onde (750W) en presence d'un tampon citrate de sodium, acide citrique, (ii) un 
traitement a Tacide par incubation 15 minutes dans une solution d'acide periodique 1% 
ou par incubation 5 minutes dans une solution d'acide formique 99%. Les peroxydases 
endogenes sont ensuite bloquees par incubation des lames 30 minutes en eau oxygenee 

10 1% puis lavage extensif en eau pendant 15 minutes. Le bruit de fond est bloque en 
incubant les lames 30 minutes en presence de PBS Triton 0.03%, 10% serum Donkey 
(pour les anticorps polyclonaux) ou 10% serum Goat (pour les anticorps 
monoclonaux). Un marquage avec Fanticorps primaire est realise en appliquant 100 a 
200 ul de solution d' anticorps primaire par lame (0.5 a 5 /ml selon le litre) dans uu 

15 PBS Triton 0.03% puis en incubant 2 heures a temperature ambiante. Les lames sont 
ensuite rincees 3 fois en PBS-Triton pendant 10 minutes. Un marquage anticorps 
secondaire est realise en utilisant des anticorps biotinyles capables de se fixer 
specifiquement aux anticorps primaires, par exemples des anti-IgG de lapin ou anti-IgG 
de souris dilues dans du PBS-Triton 0.03%. les lames sont lavees et incubees dans une 

20 solution pendant 2 heures (2 ^1 complexe streptavidine-biotine-peroxides, 1600 (il 
PBS-Triton 0.03%). Les lames sont de nouveau lavees avant d'etre revelees a Tabri de 
la lumiere dans le tampon A puis rincees a Teau avant observation microscopique. 
Tampon A pour 5 lames : 25 ml Tris0.05M pH 7.6, 2.5 ml Imidazole 1M 15 ml eau 
sterile, 2 ml DAB 5 mg/ml, 5 ml Nickel d'ammonium 10%, 30 \il H : 0 3 1%. 

25 Les memes anticorps ont ete utilises pour une etude 

immunohistochimique, selon la technique decrite brievement ci-dessous. sur lames 
paraffinees obtenues par coupe au microtome de cerveaux preleves post-mortem de 
SEP et de temoins decedes de pathologies non-neurologiques. 

Les resultats de V analyse sont resumes ci-dessous : 

30 II n'y a pas de marquage des cerveaux « non-SEP » et SEP dans la 

substance grise et la substance blanche « normale (non lesee) avec les differents 
anticorps ant i- MRP8, MRP 14, GM2A. Une reactivite non specifique n 5 a pas permis 
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d'interpreter les resultats avec Panticorps anti-saposine B dans cette application 
immunohistochimique. 

Par contre on note, dans les zones de plaques des cerveaux SEP : 

- une reactivite anti-MRP 14 dans les cellules macrophagiques et 
5 microglials, ayant une distribution relativement homogene sur toute Petendue des 

zones de demyelinisation (plaques), 

- une plus faible (moins frequente) reactivite anti-MRP8 liee 
essentiellement aux infiltrats lymphoides perivasculaires 

- une nette reactivite anti-GM2A dans les macrophages et microgliocytes 
10 des zones de plaques, avec une densite particuliere dans les zones constituant le « mur 

glial » en limite peripherique de plaque. Un marquage de quelques astrocytes a aussi 

ete retrouve dans les zones de demyelinisation. 

Ces differentes observations montrent qu'il existe une hyperexpression 

particuliere des proteines MRP- 14 et GM2A dans les cultures de monocytes de SEP 
15 produisant une activite gliotoxique dans leur surnageant, ainsi que dans les zones 

defmissant des plaques de demyelinisation dans les cerveaux de SEP. Elles temoignent 

done de la realite de la coincidence entre leur co-expression anormale, la production 

d' activite gliotoxique et les lesions de demyelinisation. 

De plus, leur production anorrmale dans le contexte de la SEP, dans les 
20 cellules macrophagiques sanguines ainsi que dans celles du cerveau, indique qu'il est 

fonde de realiser leur dosage dans les fluides biologiques pour correler leur quantite 

avec P activite lesionnelle et inflammatoire de la SEP. 

25 Exemple 21 : Mesure de P activite des cellules T par proliferation des 

cellules T (Sredni et ah, 1981). 

Les cellules T sont lavees deux fois en milieu de culture pour eliminer 
toute trace d'IL2 presente dans le milieu initial de culture. Des lymphocytes B (EBV- 
LCL) ou des monocytes/macrophages pris comme cellules presentatrices de Pantigene, 

30 sont irradiees a 10000 rads, lavees deux fois avec du milieu de culture (RPMI). 2.10 4 
cellules T (2.10* cellules /ml) et 2.10"* cellules B autologues irradiees (2.10 s cellules 
/ml) sont incubees ensemble en presence d'une gamme de concentration croissante de 
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Tantigene sous un volume final de 200 nl dans des micropuits. Apres 48 heures de 
culture a 37°C, 1 [id de 3H- thymidine dans 50 nl de milieu RPMI est ajoute dans 
chaque puits. Les cellules T, seules a se diviser, incorporent la thymidine tritiee dans 
l'ADN. Apres 18 heures de culture, les cellules de chaque micropuits sont recoltees sur 
5 des pastilles de laine de verre par aspiration. Apres lyse osmotique des cellules, la 
radioactivite incorporee dans TADN est absorbee sur les pastilles (cell Harvester 530, 
Inotech). Chaque pastille sechee est placee dans un tube plastique qui contient 2 ml de 
scintillant ; la radioactivite b adsorbee sur chacune des pastilles est quantifiee dans un 
compteur beta a scintillation liquide (LKB Rackbeta 1217). Les resultats sont exprimes 
1 0 comme moyenne arithmetique de cpm/culture ('coups par minute'). 

Exemple 22 : Protocole de detection de V association entre les peptides et 
les molecules d'histocompatibilite (approche APC transformees avec un peptide se 
fixant au CMH I). 

15 1) Materiel: 

Les sources de molecules d'histocompatibilite sont actuellement de deux 
types principaux : les cellules mutantes et les molecules d'histocompatibilite purifiees. 

La cellule mutante utilisee est la cellule humaine T2 qui et un variant de la 
lignee Tl produite par fusion du lymphome T CEM et du lymphome B 721.174 (Salter 

20 and Cresswell Embo J 1986, 5: 943-949). Cette cellule qui est depourvue de 
transporters de peptides contient des chaines lourdes de molecules de classe I libres de 
peptides qui vont pouvoir accepter de peptides exogenes. 

Des molecules d'histocompatibilite de classe I purifiees par 
chromatographic d'affinite a partir de lignees de cellules B humaines transformees par 

25 TEBV peuvent etre egalement utilisees. Dans ce cas les peptides endogenes doivent 
etre elimines par un traitement avec de l'ureel.5 M et de la soude 12.5 mM (pH 1 1.7) 
pendant 1 heure a 4°C,suivi de leur elimination par une colonne de desalage (PDLO, 
Pharmacia). Les molecules d'histocompatibilite sont immediatement remises en 
presence des peptides a tester dans un tampon PBS avec 0.05% Tvveen 20, 2 mM 

30 EDTA, 0.1% NP40 et6mM CHAPS, en presence de 2jig/ml B2m pour faciliter la 
reassociation (Gnjatic et al., Eur J Immunol 1995 25 : 1638-1642). 
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Les peptides testes ont en general 8 a 10 residus, parfois 1 1 ou 12. lis ont 
ete synthetises par Neosystems (Strasbourg), ou par Chiron mimotopes (Victoria, 
Australie). lis sont utilises a des concentrations variant de 100 |iM aO.l nM. 

2) Protocole de 1 'assemblage (Connan et al., Eur J Immunol 1994, 24: 
5 111 ; Couillin et al. Eur J Immunol 1995, 25 : 728-732). 

Des aliquotes de 8.105 cellules dans un volume de 64 fil, repartis dans des 
tubes microfuge Eppendorf, sont mis en presence d'un tampon de lyse contenant 10 
mM PBS, pH 7.5 1% NP40, des inhibiteurs de proteases (1 mM PMSF, 100 \lM 
iodoacetamide, 2 ng /ml aprotinine, 10 jiM leupeptine, 10 nM pepstatine et 10 ng/ml 

10 inhibiteur de trypsine). La lyse se fait en presence des peptides a tester pendant 30 
minutes ou 1 heure a 37°C. Apres elimination du materiel non solubilise par une 
centrifugation a 15 000 tours /minute a 4°C, le surnageant et additionne de 140 ^1 de 
PBS contenant 0.05% de Tween 20, 3 mM d'azide de sodium, 1 mM PMSF et 10 
mg /ml d'albumine bovine. Chaque echantillon est incube pendant 20 heures a 4°C 

15 dans 2 puits d'une plaque a microtitration de type Nunc,Maxisorb, prealablement 
recouverts d'un anticorps monoclonal (10 \ig /ml en PBS) qui reconnait les molecules 
d 'histocompatibility ayant une(des) conformation(s) conforme(s) pour la presentation 
de peptides et semblable(s) a celle(s) presente(s) a la surface des cellules. La plaque 
recouverte d'anticorps est prealablement saturee par de Falbumine bovine a 10 mg /ml 

20 dans du PBS-Tween avant la mise de Pechantillon. Le second anticorps qui permet la 
detection de F assemblage des molecules d'histocompatibilite est dirige contre la B2m. 
II est couple soit a la biotine (NHS-LC biotin, Pierce) soit a la phosphatase alcaline (P- 
552, Sigma) et est incube a 2 \ig /ml pendant une heure a 37°C. Dans le cas de 1'emploi 
de la biotine, une incubation de 45 minutes a 20-25°C avec de la streptavidine couplee 

25 a la phosphatase alcaline (E-2636, Sigma) est realisee. L'activite de la phosphatase 
alcaline est mesuree en utilisant comme substrat le 4-methyl-umbellifcryl-phosphate 
(M-8883, Sigma) a 100 fiM dans de la diethanolamine 50 mM, pH 9.5 avec du MgC12 
1 mM. La lecture est faite a 340/460 nm a Taide d'un cytofluorimetre. 

3) Stabilite des complexes HLA/peptides : 

30 La stabilite des complexes precites a ete etudiee car elle conditionne la 

bonne presentation de l'antigene et l'induction de la reponse T. A cet effet, on a utilise 
soit du HLA purifie, soit le lysat de la cellule T2. Avec le HLA purifie, on a elimine les 
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peptides endogenes (comme decrit en 2)) puis on l'a mis en presence du peptide a tester 
en tube Eppendorf a 37°C, pendant des temps variables de quelques minutes a plusieurs 
jours. La phase suivante d'incubation sur plaque de 96 puits (comme decrit en 2) avec 
Tanticorps anti-HLA se fait pendant une heure a 37°C. La revelation est effectuee de 
maniere classique. Avec le lysat de la cellule T2, toutes les incubations sont egalement 
faites a 37°C, apres ajout de tous les inhibiteurs de proteases. 



